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Resumen y Abstract V 
 
Resumen 
En el presente estudio se determinó la eficiencia de dos tecnologías de biorremediación, atenuación 
natural y bioestimulación, en un suelo contaminado con diesel a escala de laboratorio. Las 
condiciones naturales del medio se mantuvieron en el tratamiento de atenuación natural, mientras 
que en el tratamiento de bioestimulación varios nutrientes fueron adicionados al medio, incluyendo 
nitrógeno y fósforo, para estimular el crecimiento y desarrollo de las poblaciones bacterianas 
autóctonas. En ambos tratamientos se midieron algunas variables de control como: humedad, 
temperatura, pH y potencial redox. 
 
Se realizaron siembras periódicas en medios de cultivo selectivos, en las cuales se determinaron las 
UFC/g suelo de bacterias heterótrofas e hidrocarbonoclastas. Los aislamientos bacterianos que 
crecieron en cultivo utilizando el diesel como única fuente de carbono fueron caracterizados por 
métodos bioquímicos y moleculares, resultando en la identificación de Enterobacter sp, Bacillus sp, 
Staphylococcus aureus, Sanguibacter soli, Arthrobacter sp y Flavobacterium sp.  
 
Se realizó la prueba de respirometría para cuantificar el CO2 producido y así evaluar la actividad 
metabólica de los microorganismos del suelo durante el proceso de degradación del diesel. Los 
resultados obtenidos mostraron que el tratamiento de bioestimulación fue más eficiente en la 
remoción de Hidrocarburos Totales de Petróleo (HTP), obteniendo un porcentaje de degradación de 
98.17% frente a un 96.67% por atenuación natural en un periodo de 61 días. 
 
La remoción de HTP cuantificada por cromatografía de gases acoplada a masas (GC-MS), demostró 
que el tratamiento de bioestimulación removió el 50% del diesel, mientras que el tratamiento de 
atenuación natural removió el 43,2% del hidrocarburo. 
 
Finalmente, con la información obtenida en la experimentación se formuló un protocolo base para 
orientar los lineamientos de los aspectos biotecnológicos en la planeación e implementación de un 
plan de manejo ambiental estratégico de suelos contaminados con diesel, incorporando la 
bioestimulación como tecnología más eficiente.  
 
Palabras claves: Consorcio Bacteriano, Aislamiento microbiano, Contaminación, diesel, 
Atenuación Natural, Bioestimulación. 
 
 
Resumen y Abstract VI 
 
Abstract  
In the present study the efficiency of two bioremediation technologies, natural attenuation and 
biostimulation, were measured in a diesel-contaminated soil at laboratory scale. The natural 
conditions of the media were maintained in the natural attenuation treatment, while in the 
biostimulation treatment, several nutrients including nitrogen and phosphorous were added to the 
media to stimulate the growth of indigenous bacterial populations. Control variables such as 
humidity, temperature, pH and redox potential were measured during both treatments. 
 
Bacterial cultures were performed periodically in selective media, to determine CFU/gr of 
heterotrophic and hydrocarbonoclastic bacteria. Bacterial isolates able to growth in culture using 
diesel as a sole carbon source were characterized by biochemical and molecular methods, which 
result in the identification of Enterobacter spp., Bacillus spp., Staphylococcus aureus, Sanguibacter 
soli, Arthrobacterspp. and Flavobacteriumspp. 
 
A respirometry test was performed in order to quantify production of CO2 and to assess the 
metabolic activity of soil microorganisms during diesel degradation. The results showed that 
biostimulation treatment was the most efficient for removing Total Petroleum Hydrocarbons (TPH), 
with a percentage of degradation of 98.17% against 96.67% obtained by natural attenuation in 61 
days period. 
 
The removal of TPH quantified using gas chromatography mass spectrometry (GC-MS) showed 
that biostimulation treatment removed the 50% of diesel, while the natural attenuation treatment 
removed the 43.2% of the hydrocarbon. 
 
Finally, using the data obtained from experiments, a protocol was developed to guide the 
biotechnological aspects of planning and implementing an environmental management plan for 
diesel contaminated soils, including biostimulation as the most efficient technology. 
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La transformación de ecosistemas enteros a causa de derrames de hidrocarburos producto de 
descargas de efluentes contaminados, fugas en tanques subterráneos, afloramientos naturales a 
través de las fisuras de la corteza terrestre, y pérdidas accidentales en puntos de distribución y 
almacenamiento, se constituyen como uno de los problemas ambientales más importantes (Verma 
et al., 2006). En la actualidad los suelos contaminados con estos compuestos representan cerca del 
70% del total de los ecosistemas impactados (Ortiz et al., 2005). 
 
 
Los hidrocarburos constituyen un grupo de contaminantes de alta relevancia, debido a su 
abundancia y persistencia en los compartimientos ambientales. (Viñas, 2005). Son los  compuestos 
dominantes del petróleo, entre el 50-98% del contenido total. Corresponden  a mezclas complejas 
de elementos, que se agrupan en cuatro clases: saturados, aromáticos, asfáltenos y resinas, y 
difieren entre sí por su susceptibilidad a la biodegradación (Colwell y Walker, 1977).  
 
 
Esta problemática debe ser abordada con un enfoque holístico, mediante la  implementación de 




La Biorremediación, se constituye como una alternativa de bajo costo y fácil implementación en 
ambientes contaminados con hidrocarburos derivados del petróleo (Lee, K., Merlín, FX., 1999). 
Esta tecnología se apoya en los procesos de selección natural, los cuales favorecen el desarrollo y 
crecimiento de aquellos microorganismos con capacidad para degradar hidrocarburos y otros 
compuestos contaminantes. Se sabe que los suelos expuestos a contaminación prolongada 
constituyen un microhábitat adecuado para la evolución de especies bacterianas degradadoras, pues 
el contaminante ejerce una presión sobre las poblaciones microbianas involucradas, y de esta forma 
se seleccionan aquellos microorganismos capaces de sobrevivir y adaptarse a estas nuevas 
condiciones (Lianos y Kjoller, 1996).  
 
 
Las tasas de degradación  microbiana de hidrocarburos en suelos están condicionadas por 
parámetros fisicoquímicos como: presencia de nutrientes, contenido de oxígeno, presión parcial de 
gases, temperatura, pH, contenido de sales, tamaño y distribución de partículas de suelo, capacidad 
reguladora del suelo (Margesin & Schinner, 2001) y por la solubilidad, cantidad y biodisponibilidad 
de los contaminantes (Obuekwe et al., 2005). 
 
 
Uno de los principales mecanismos para eliminar los hidrocarburos contaminantes del suelo es la 
atenuación natural, sistema de biodegradación in situ, por medio de procesos fisicoquímicos de 
interacción contaminante – suelo. Su principal objetivo es reducir la concentración del 
contaminante en forma natural gracias a la acción de las poblaciones nativas de microorganismos 
del suelo (Gómez et al., 2008). Existen a su vez otras vías por las cuales puede disminuirse la 
concentración del contaminante, entre ellas se encuentra la dispersión, dilución, volatilización, 
adsorción y reacciones químicas producidas en el suelo. (Lee et al., 2001). 
2 Introducción 
 
Este estudio tiene como objetivo aislar y caracterizar un consorcio bacteriano capaz de degradar 
diesel a partir de un suelo contaminado experimentalmente, y tratado mediante dos tecnologías de 
biorremediación: atenuación natural y bioestimulación, con el fin de establecer los lineamientos que 
permitan emplear la microbiota autóctona del sitio del derrame como instrumento de gestión, 
económica y técnicamente viable en la recuperación de suelos contaminados con hidrocarburos. 
 
 
A continuación se presentan una serie de antecedentes sobre las aplicaciones, la importancia y el 
impacto de las tecnologías de biorremediación en el manejo de sitios contaminados con sustancias 
químicas peligrosas, especialmente hidrocarburos. En el marco referencial se detalla información 
sobre generalidades del suelo, así mismo se muestra cómo la biodiversidad microbiana del suelo 
puede ser empleada como herramienta de gestión ambiental en sitios contaminados con 
hidrocarburos, por medio del conocimiento de las dinámicas biológicas allí presentes. Se hace una 
descripción de la contaminación del suelo por hidrocarburos, en la cual se detalla la composición 
del crudo de petróleo, la composición por familias de hidrocarburos y las posibles fuentes de 
contaminación. Se muestra cómo la biorremediación es una de las mejores alternativas para la 
recuperación de sitios contaminados con hidrocarburos, y finalmente se proponen unos 
lineamientos biotecnológicos para un Plan de Gestión Integral de sitios contaminados con 




1. Planteamiento del problema 
¿La formulación, adecuación y ejecución de planes de gestión ambiental de suelos contaminados 
con diesel, que articulen el conocimiento y el uso de su microbiota degradadora, así como la 
estrategia de bioestimulación en la atenuación  natural, como componentes del plan estratégico de 
acción, posibilitarán, con niveles aceptables de viabilidad técnica y económica, la recuperación de 
los mismos y el control de la contaminación? 
 
 
La obtención de energía que posibilita el desarrollo de las actividades humanas, proviene en su 
mayoría de la explotación del petróleo - extracción, refinación, distribución y almacenamiento -, lo 




En este sentido, los daños ocasionados por los derrames de hidrocarburos en las fuentes hídricas, el 
suelo, el aire, la fauna y la vegetación son difícilmente reversibles, pues los procesos de 
descontaminación no alcanzan a cubrir todas las áreas afectadas y en ocasiones se realizan mucho 
tiempo después de que el crudo ha hecho tránsito y alterado el ecosistema. 
 
 
Un problema importante entonces en los suelos con derrames de hidrocarburos se relaciona con la 
falta de reconocimiento de la dificultad y el costo económico, social y ambiental, que representa su 
remediación. Los actuales planes de gestión ambiental de suelos contaminados con hidrocarburos, 
no articulan de manera efectiva y armónica en su plan estratégico de acción y en el detalle de sus 
otros componentes, como el diagnóstico y la contextualización regional del suelo contaminado, el 
conocimiento y uso de la microbiota autóctona del suelo con capacidad degradadora, para ser 
empleados como herramienta potencial de recuperación con viabilidad técnica y económica a través 






Los problemas de contaminación surgieron principalmente con la Revolución Industrial, donde en 
forma gradual se fueron generando diferentes tipos de residuos. Al principio no se prestaba interés 
por su generación, pues se confiaba en la capacidad del medio para asimilarlos y se desconocía 
además sus efectos devastadores. A partir de los años 60 se empezó a tener conciencia del problema 
de los contaminantes ambientales (Castillo, F. 2005). 
 
 
A través del tiempo, el suelo ha sido uno de los grandes receptores de la contaminación, pese a la 
gran importancia que tiene en el desarrollo industrial a escala planetaria. Algunas de las principales 
actividades que se llevan a cabo en él, son aquellas que tienen que ver con la vocación agrícola, 
forestal, industrial, urbana, minera, entre otras. El suelo se constituye como un recurso económico y 
de seguridad agroalimentaria, además ejerce un rol clave en los ciclos biogeoquímicos (Contreras, 
P. 2005), situación que explica su importancia en el desarrollo económico de las regiones y en las 
interacciones ecológicas y el mantenimiento de la vida en los ecosistemas. 
 
 
El suelo además, constituye un importante almacén de residuos. Sus contaminantes son susceptibles 
de degradación química, física y biológica, debido a las dinámicas complejas en las que participan 
los microorganismos reciclando compuestos orgánicos y fijando aquellos inorgánicos. De este 
modo, el conocimiento del uso de la microbiota autóctona del mismo, aporta elementos que 
orientan con mayor precisión los procesos de biorremediación y recuperación. 
 
En la actualidad, el petróleo se constituye como la principal fuente de obtención de energía para la 
humanidad, esto trae consigo riesgos latentes para la estabilidad de los ecosistemas. El petróleo y 
sus productos de refinación son mezclas complejas de elementos, cuyas propiedades físicas y 
químicas son muy variables, esto determina su comportamiento e impacto en el ambiente (Zaror, 
2000). 
 
Infortunadamente, los suelos y las aguas subterráneas han debido soportar gran parte de los 
impactos negativos generados por los derrames de hidrocarburos, los cuales crecen constantemente 
cada año paralelamente al crecimiento de la industria y la demanda de energía (Wang et al., 1999) 
es necesario identificar e investigar de qué forma se puede recuperar al menos en parte el suelo 
afectado y los ecosistemas impactados. Investigadores de todo el mundo han avanzado en los 
último  años en la aplicación de tecnologías de carácter químico, físico o biológico; o empleando la 
combinación de las anteriores. En Colombia el Instituto Colombiano del Petróleo (ICP) trabaja en 
el tema aproximadamente hace casi 15 años, esto le ha permitido obtener resultados como 
productos tecnológicos, patentes de invención, servicios de investigación y desarrollo que aportan 
de manera decisiva al desarrollo del país (Carta Petrolera, noviembre 2003 – enero 2004).    
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La explotación y el transporte de petróleo son las principales fuentes de contaminación por 
hidrocarburos ya que aproximadamente el 60% de la producción mundial de petróleo se transporta 
por vía marítima y se calcula que el 0.1% de ésta se derrama en el mar (aproximadamente 2,2 
millones de toneladas al año) (Maier et al., 2000). 
 
El precio de recuperar los ecosistemas contaminados es incalculable, y es por ello que los 
gobiernos, las industrias y la sociedad han reconocido la necesidad de utilizar alternativas más 
económicas a los métodos tradicionales físico – químicos. No es de extrañar que la biorremediación 
constituya una de las metodologías en expansión, considerándose como una tecnología muy 
competitiva, entre otras ventajas por su bajo costo (Viñas y col.; 2001). 
 
La problemática de los suelos contaminados con residuos peligrosos -RESPEL- radica en la gestión 
ineficiente que se ha venido llevando a cabo en el sitio del derrame, lo cual ha conducido a un 
deterioro progresivo de estos ambientes. En este sentido, la investigación, el desarrollo y 
fortalecimiento de modelos de gestión ambiental que incorporen de manera armónica y efectiva, en 
su plan estratégico de acción, el conocimiento y manejo adecuado de la microbiota autóctona del 
sitio del derrame por medio de la atenuación natural estimulada, y viabilicen desde el enfoque 
técnico y económico la aplicación de estos sistemas de biorremediación, se constituyen como una 
alternativa pertinente a los métodos químicos y físicos, permitiendo transformar los compuestos 
xenobióticos a estados menos tóxicos y recuperar los suelos contaminados con un menor impacto 







El uso de microorganismos en procesos de transformación de contaminantes, especialmente de 
hidrocarburos de petróleo, se remonta aproximadamente a 1885, cuando Miyoshi publicó el primer 
trabajo de degradación de hidrocarburos por hongos. Posteriormente se han venido realizando 
estudios en los cuales se empieza a utilizar la microbiología como herramienta de transformación en 
casos de derrames de hidrocarburos (Zegarra, 2000). 
 
 
En 1946, Claude E. ZoBell revisó la acción de los microorganismos en los procesos de degradación 
de hidrocarburos, reconociendo que poseen la capacidad metabólica necesaria  para utilizarlos a 
partir del Petróleo como fuente de carbono y energía. 
 
 
En 1958 Iz’yuva Gigiena Saint, observó que los procesos de degradación estaban condicionados por 
la adición de nutrientes, nitrógeno y fósforo, necesarios para estimular el crecimiento y desarrollo 
microbiano, así como la temperatura y la aireación. Estos factores se consolidaron como limitantes 
en los procesos de biodegradación (Bai et al., 1997; Moran et al., 2000). 
 
 
Estudios posteriores confirmaron la implicación que tiene las altas temperaturas en la degradación 
de hidrocarburos (Atlas, 1975), para este momento se sugería la utilización de determinados 
microorganismos, los cuales eran reconocidos por su capacidad para degradar compuestos 




Fue hasta 1979 cuando Dibble y Bartha publicaron el primer tratado de biotransformación y 
degradación de hidrocarburos de petróleo en suelos; en él se habla de las implicaciones que tienen 
las condiciones ambientales en el mejoramiento de las tasas de degradación. (Zegarra, 2000) 
 
 
El uso de la microbiología como herramienta en la recuperación de sitios contaminados empezó a 
tomar mayor validez, dando surgimiento a las tecnologías de biorremediación, inicialmente las más 
empleadas fueron aquellas ex situ, que involucraban el uso de microorganismos con la capacidad  
metabólica para descomponer los compuestos orgánicos peligrosos en el ambiente, evitando las 
desventajas técnicas y económicas que presentan  los  tratamientos químicos y/o físicos (Ahlert y 
Kosson, 1983; Lee y Ward, 1985). 
 
 
La biorremediación tuvo un punto de partida histórico al ser aplicada a gran escala en la limpieza de 
la línea costera en Prince William, Alaska, tras el accidente del buque Exxon Valdez, que vertió en 
las aguas de Alaska 42 millones de litros de crudo el 24 de Marzo de 1989. Así, la 
descontaminación por métodos biológicos se posicionó como alternativa viable en la preservación 
ambiental (Norris, 1994). 
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En este sentido, el conocimiento de la diversidad microbiana del suelo es de importancia para 
determinar qué poblaciones pueden estar implicadas en la degradación de hidrocarburos. La 
identificación bacteriana se realiza a través de técnicas bioquímicas y recientemente moleculares, 
las cuales posibilitan la detección de numerosas bacterias no cultivables, algunas de las cuales 
constituyen poblaciones dominantes, proporcionando información sobre su función en el ambiente, 
además, permiten reforzar las prácticas de biorremediación basadas en el uso de la microbiota 
autóctona del suelo (Whyte et al., 1998). 
 
 
En las últimas décadas, investigadores de todo el mundo se han interesado en demostrar la eficacia 
de la biorremediación en la remoción, no sólo de hidrocarburos sino de cualquier  compuesto 
xenobiótico capaz de generar impactos negativos en el ambiente, por medio del estudio de la 
microbiota autóctona del sitio del derrame, determinando el rol que juega en la degradación de 
contaminantes (Kästner et al., 1994; Balba et al., 1998). 
 
 
El estudio de las dinámicas involucradas en los procesos de biorremediación  ha conducido a 
mejorar el proceso, permitiendo incrementar las tasas de degradación y mineralización de 
compuestos tóxicos, una de las alternativas para lograrlo, es incrementar la biodisponibilidad del 
contaminante por medio de la utilización de surfactantes y biosurfactantes (Lee et al., 2001; Okuda 
et al., 2007). Por otro lado, el conocimiento y manejo adecuado de las condiciones ambientales, 
tales como: temperatura, humedad, concentración de nutrientes y niveles de oxígeno, tienen una 
influencia significativa sobre la actividad metabólica de los microorganismos involucrados en  el 
proceso de degradación (Margesin y Schinner, 2001), logrando disminuir drásticamente los niveles 
de contaminantes en diversos compartimientos ambientales. (Namkoong  et al., 2002; Saponaro et 
al., 2002; Riffaldi et al., 2006; Pena et al., 2007).  
 
 





), sustratos o aditivos con actividad superficial para estimular el crecimiento de  
microorganismos endógenos capaces de biodegradar compuestos contaminantes del ambiente 
(Núñez, 2003). Esta estrategia se aplica cuando existen poblaciones autóctonas con capacidad 
degradativa en la zona contaminada. 
 
 
El conocimiento de las implicaciones de las propiedades hidráulicas del suelo contaminado, es otro 
factor importante para el diseño de un proceso de biorremediación, permitiendo un control más 
riguroso de las variables que inciden en la degradación (Hyun et al., 2008).  En la actualidad  las 
tecnologías de remediación in situ en las cuales se simulan las condiciones naturales del suelo en 
columnas empacadas para estudiar la biodegradación de hidrocarburos, han mostrado buenos 
resultados sobre el proceso (Fátima et al., 2004). 
 
 
En los últimos años se ha logrado con éxito la degradación de hidrocarburos aromáticos policíclicos 
(HAPs) a escala de laboratorio por diferentes metodologías, como la utilización de compost (Cai et 
al., 2007; Antizar et al., 2006), por digestión anaeróbica en reactores con recirculación (Martínez et 
al., 2009), por la combinación de la pre oxidación química y la biorremediación en suelos 
contaminado con creosota (Kulik et al., 2006) o simplemente en condiciones microaeróbicas 
empleando hongos del suelo (Silva et al., 2009). 




Así, la biorremediación ha contribuido en los procesos de transformación y/o eliminación de 
contaminantes peligrosos. La identificación de la microbiota implicada en el proceso de 
degradación ha permitido mejorar el proceso, la modificación genética de algunos de los 
microorganismos degradadores ha contribuido en mejorar su acción, logrando potenciar los 
sistemas biológicos, alcanzando con esto, mejores tasas de remoción de compuestos tóxicos en el 
ambiente (Ike et al., 2007; Mohan et al., 2009).  
 
 
La biorremediación se ha aplicado para resolver una gran cantidad de problemas de orden ambiental 
producto de la actividad de distintas industrias. Es el caso de los efluentes mineros, los cuales  
pueden ser tratados mediante el uso de tecnologías biológicas, como lo han estudiado a escala de 
laboratorio Greben et al., 2009, con el fin de reducir la concentración de sulfato en el agua, 







4. Marco referencial 
4.1 Generalidades del suelo 
 
4.1.1 Estructura y función del suelo 
 
Desde el punto de vista edáfico, el suelo es un cuerpo natural, tridimensional formado por la 
progresiva alteración física y química de un material original o roca madre a lo largo del tiempo, 
bajo unas condiciones climáticas y topográficas determinadas y sometido a la actividad de 
organismos vivos (Ortiz et al., 2007). A lo largo de su evolución, en el suelo se han diferenciado 
capas verticales de material no consolidado, denominado generalmente horizontes, formados por 
constituyentes minerales y orgánicos, agua y gases, y caracterizados por propiedades físicas 
(estructura, porosidad, capacidad de retención de agua, densidad aparente), químicas y físico-
químicas (pH, potencial redox, capacidad de intercambio catiónico) y biológicas (biomasa) que los 
diferencian entre sí, y del material original. El conjunto de horizontes constituyen el perfil del suelo 
y su estudio permite dilucidar los procesos de formación sufridos durante su evolución, y llevar a 
cabo su clasificación dentro de las distintas unidades del suelo (Ortiz et al., 2007). 
 
 
El suelo es un componente de la ecósfera y, por lo tanto, es importante para la preservación de la 
biodiversidad, en él se desarrollan procesos fundamentales para el sostenimiento de la vida del 
planeta. Es un sistema estructurado, biológicamente activo, habitado por una gamma casi infinita de 
organismos, y en el cual se dan un sinnúmero de interrelaciones de carácter químico, físico y 
biológico (Torres y Zuluaga, 2009). 
 
 
La importancia del suelo radica en que es un elemento natural dinámico y vivo que constituye la 
interfaz entre la atmósfera, la litosfera, la biosfera y la hidrosfera, sistemas con los que mantienen 
un continuo intercambio de materia y energía. Esto lo convierte en una pieza clave en el desarrollo 
de los ciclos biogeoquímicos superficiales a través de los microorganismos presentes en el suelo -
bacterias, hongos, actinomicetos, algas y protozoos- (Alexander, 1991), y le confiere la capacidad 
para desarrollar una serie de funciones esenciales en la naturaleza de carácter ambiental, ecológico, 
económico, social y cultural, entre ellas están: 
 
 El suelo proporciona los nutrientes, el agua y el soporte físico necesarios para el 
crecimiento vegetal y la producción de biomasa en general, desempeñando un papel 
fundamental como fuente de alimentación para los seres vivos. 
 Es un elemento esencial del ciclo hidrológico, actuando como elemento distribuidor de las 
aguas superficiales y contribuyendo al almacenaje y recarga de las aguas subterráneas. 
 El suelo, a través de su poder de amortiguación o desactivación natural de la 
contaminación, filtra, almacena, degrada, neutraliza e inmoviliza sustancias orgánicas e 
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inorgánicas tóxicas, impidiendo que alcancen las aguas subterráneas y el aire o que entren 
en la cadena alimenticia. 
 Es el hábitat natural biológico de un sinnúmero de organismos y constituye un elemento de 
reserva genética. 
 Desarrolla un importante papel como fuente de materias primas. 
 Sirve de plataforma para el desarrollo de las actividades humanas como soporte de la 
estructura socioeconómica y forma parte del paisaje y el patrimonio cultural. 
 
 
El suelo es un elemento frágil del ambiente, un recurso natural no renovable, su velocidad de 
formación y regeneración es muy lenta, mientras que los proceso que contribuyen a su degradación, 
deterioro y destrucción son mucho más rápidos (Torres y Zuluaga, 2009). Por ello se hace necesaria 
la formulación e implementación de planes de gestión ambiental que articulen de forma armónica 
los componentes físicos, químicos y biológicos del suelo, en la recuperación y restablecimiento de 
suelos contaminados. 
 
4.2  Biodiversidad microbiana y su importancia en el suelo  
4.2.1 El suelo como hábitat microbiano.  
 
El suelo es un ecosistema que contiene una gran variedad de poblaciones microbianas cuyos 
miembros representan muchos tipos fisiológicos. Las características químicas, físicas y biológicas 
de un suelo particular, influirán sobre el número y diversidad de microorganismos allí presentes. 
Las poblaciones microbianas de suelo son importantes por su relación con la estructura y fertilidad 
del suelo (Wright y Upadhyaya, 1998; Dodd et al, 2000; O'Donnell et al, 2001), contribuyen a la 
nutrición de las plantas (George et al., 1995; Timonen et al., 1996), la salinidad vegetal (Srivastava 
et al., 1996; Filion et al., 1999; Smith y Goodman, 1999) y además juegan un papel fundamental en 
los ciclos biogeoquímicos (Molin y Molin, 1997; Trevor, 1998; Wall y Virginia1999).  
 
 
Todos los organismos de la biosfera dependen de la actividad microbiana (Pace, 1997), los 
microorganismos del suelo son vitales en el desarrollo de los ciclos biogeoquímicos, y en general en 
el mantenimiento  del equilibrio del ecosistema  (Van der Heijden et al., 1998; Cairney, 2000; 
Klironomos et al., 2000).  
 
 
Muchas de las actividades antropogénicas, como el desarrollo de las ciudades, la agricultura, el uso 
de pesticidas y en general la industrialización, pueden alterar la composición microbiana del suelo 
(Ovreas, 2000). Pese a que el conocimiento de la diversidad microbiológica del suelo es limitado, 
en parte por la incapacidad para recuperar y estudiar los microorganismos a partir del suelo. Torsvik 
et al. (1990) estiman que en 1 g de suelo existen aproximadamente 4000 diferentes ''unidades 
genómicas'' sobre la base de la identificación por técnicas moleculares.  
.  
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La inmensa diversidad fenotípica y genotípica encontrada en las comunidades de bacterias y hongos 
del suelo, hace más difícil el estudio de las comunidades, esto sugiere que cerca del 99% de las 
bacterias observadas bajo el microscopio son no cultivables con los métodos comunes de 
laboratorio (Borneman et al., 1996; Pace, 1997; Torsvik et al., 1998; Trevors, 1998b). 
Aproximadamente el 1% de la población bacteriana del suelo puede cultivarse con los medios 
tradicionales, pero no se sabe si este 1% es representativo de la población total de microorganismos 
existentes en el suelo, (Torsvik et al., 1998). 
 
 
Otro factor importante a la hora de estudiar la diversidad microbiológica de los suelos es la 
heterogeneidad espacial, pues los microorganismos tienen una heterogeneidad innata, la cual genera 
una distribución aleatoria en el suelo (Trevor, 1998b). Grundmann and Gourbiere (1999) sugieren 
que los muestreos de suelo, deben hacerse a una escala más pequeña y con más cantidad de 
muestra, con el fin de evaluar la diversidad de los microorganismos en los microhábitats del suelo. 
 
 
Las plantas también pueden influir en la distribución de las bacterias y los hongos en el suelo (Wall 
y Virginia, 1999). Truelove, 1986 encontró un aumento de aproximadamente el doble en el número 
de bacterias próximas a la rizosfera, así mismo, los hongos formadores de microrrizas arbusculares 
al requerir una gran cantidad de plantas para sobrevivir, presentaron una distribución en el suelo 
cercana a las plantas. 
 
 
Aunque  en el suelo existe una gran diversidad de microorganismos, no todos tienen la capacidad de 
crecer en medios de cultivo tradicionales, ni en aquellos que utilizan el hidrocarburo como fuente 
de carbono y energía; debido a algunas propiedades del petróleo como la hidrofobicidad y la 
flotación (Lin et al., 2005; Ronald, 1995), ello dificulta la caracterización y evaluación del papel 
desempeñado por las comunidades microbianas presentes en suelos contaminados. Por ello 
actualmente las técnicas moleculares independientes de cultivo, son empleadas para estudiar dichas 
comunidades, éstas se basan frecuentemente en el análisis del DNA ribosomal que codifica para la 
subunidad del gen 16S. Este constituye un marcador molecular muy adecuado, dado que está 
presente en todos los organismos, tiene una tasa de evolución baja y presenta regiones conservadas 
y variables (Bracho, 2007).  
 
 
El uso cada vez más frecuente de microorganismos para aplicaciones ambientales e industriales, 
hace necesaria la implementación de este tipo de metodologías para el aislamiento, identificación y 
enumeración más precisa, de la gran variedad de microorganismos que hacen parte de la comunidad 
microbiana del suelo. 




4.2.2 Ciclos biogeoquímicos. 
 
Como consecuencia de las interacciones entre los factores físicos, químicos y biológicos que 
suceden en el suelo, los elementos químicos allí presentes, experimentan cambios en sus estados de 
oxidación al moverse dentro del ecosistema a través de la atmósfera, la hidrósfera y la litósfera, a 
estos fenómenos se les denomina ciclos biogeoquímicos y están fuertemente influenciados por los 
organismos vivos, especialmente los microorganismos y las plantas; estos ciclos se dan a escala 
global y tienen incidencia en la geología y el medio ambiente del planeta (Mandigan, et al., 1999)  
 
 
Los ciclos biogeoquímicos son trascendentales para la vida del planeta, generalmente se hace 
énfasis en los elementos que son trascendentales para la vida, estos son el hidrogeno, el carbono, el 
oxígeno, el nitrógeno, el azufre y el fósforo, en cada uno de estos ciclos los microorganismos 
juegan un papel importante, en algunos casos ellos son los únicos capaces de reciclar formas de un 
bioelemento. Algunos microorganismos, por ejemplo, juegan un papel vital en el ciclo del 
nitrógeno. Éste elemento es mucho más abundante en la atmósfera que el CO2, sin embargo, sólo 
unas pocas bacterias (Azotobacter, Rhizobium, entre otras) son capaces de fijarlo en forma 
orgánica. Parte de estos organismos son simbióticos con plantas superiores. Una vez incorporado o 
asimilado a la materia orgánica, el nitrógeno sufre distintas transformaciones hasta que sale de 
nuevo a los almacenes inorgánicos a través de la excreción y la muerte. Las sustancias producto de 
estos procesos no están en la forma original de nitrógeno molecular sino en compuestos más 
complejos que son degradados hasta NH3 en un proceso denominado amonificación. El amoníaco 
es transformado por nitrificación en nitritos y nitratos por la acción de otras bacterias 
(Nitrosomonas y Nitrosobacter). Los nitritos y nitratos pueden ser directamente incorporados a las 
plantas y volver a la materia orgánica, o también pueden sufrir un proceso de desnitrificación 
realizado por otras bacterias u hongos que devuelven a la atmósfera el nitrógeno molecular.  
 
 
4.3 Contaminación del suelo por hidrocarburos   
4.3.1 Composición del crudo de petróleo  
 
El crudo de petróleo es la forma natural en la cual el petróleo es extraído de su reservorio a través 
de un pozo, se considera como el producto de la degradación anaeróbica de la materia orgánica, 
durante largos períodos de tiempo y bajo condiciones de alta presión y temperatura, convirtiéndolo 
en gas natural, crudo y derivados del petróleo. (Rosini, 1960). 
 
 
El petróleo presenta una amplia gama de colores, que incluyen desde el amarillo claro hasta el 
negro, su consistencia es viscosa y se caracteriza por poseer una composición química muy 
compleja, presentando un amplio rango de estructuras moleculares. El petróleo se clasifica 
dependiendo de la presencia de ciertos componentes, cada uno de los cuales le añade determinadas 
características; en promedio, el crudo de petróleo está compuesto por: Carbono 85- 90%, Hidrógeno 
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10 - 15%, Oxígeno 0 - 1.5%, Azufre 0.1 - 3.0%, Nitrógeno 0.1 – 0.5% y metales como el Níquel y 
el Vanadio (Speight, 1991). 
 
Los principales componentes se subdividen y purifican en distintas fracciones: 
  
Fracción saturada: n-alcanos, alcanos ramificaos con cadenas alquílicas, las cicloparafinas o 
cicloalcanos y los hopanos. (Torres y Zuluaga, 2009). 
 
Fracción aromática: hidrocarburos monoaromáticos, dicromáticos y aromáticos policíclicos 
(HAPs). Esta fracción se encuentra dividida en dos grupos principales, los hidrocarburos 
monocíclicos, como el benceno, tolueno y xileno (BTEX) y los hidrocarburos policíclicos (HAPs) 
como el naftaleno, antraceno y fenantreno  (Colwell y Walker, 1977). 
 
Fracción de resinas: agregados de piridinas, quinolonas, carbazoles, tiofenos, sulfóxidos y amidas 
(Torres y Zuluaga, 2009). 
 
Fracción de asfaltenos: agregados de HAP, ácidos nafténicos, sulfuros, ácidos grasos, 
metaloporfirinas, fenoles polihidratados, son menos abundantes y consisten en compuestos más 
polares, pudiéndose encontrar hidrocarburos heterocíclicos, hidrocarburos oxigenados y agregados 
de alto peso molecular (Torres y Zuluaga, 2009). (Torres y Zuluaga, 2009). 
 
 
Los hidrocarburos difieren en su susceptibilidad al ataque microbiano, debido a esto se han 
clasificado en el siguiente orden de susceptibilidad decreciente: n-alcanos > alcanos ramificados > 
compuestos aromáticos de bajo peso molecular > alcanos cíclicos (Perry, 1984). 
 
4.3.2 Composición por familias de hidrocarburos 
 
Los hidrocarburos del petróleo se agrupan en las siguientes familias: 
 
Parafinas volátiles: representan hasta un 30% del crudo de petróleo. Son n – alcanos e 
isoprenoides (alcanos ramificados) de un tamaño C1 a C10. Es la fracción más volátil del crudo y por 
lo tanto la más susceptible de pérdidas abióticas por volatilización. La fracción gas natural contiene, 
principalmente C1 a C5. Los isoprenoides volátiles, están representados principalmente por el 
isobutano e isopentano. Los isoprenoides volátiles también pueden llegar hasta C10 (2,6 dimetil 
octano)  (Howe-Grant, 1996).  
 
Parafinas no volátiles: Se definen como aquellos n-alcanos e isoprenoides entre C11-C40. Los 
componentes entre C11-C15 son de volatilidad intermedia. Los n-alcanos oscilan entre C11-C40, 
aunque se han descrito cadenas más largas y pueden constituir entre el 15-20% de crudos no 
degradados. Los isoprenoides varían de C12-C22 y constituyen entre 1-2% del crudo, llegando a 
15% en crudos degradado (Viñas, 2005) 
 
Naftenos (cicloalcanos): esta familia está compuesta por las cicloparafinas o cicloalcanos. Los 
compuestos más abundantes de esta familia son los ciclopentanos alquilados (fundamentalmente 
metilados), que pueden llegar a representar un 31% del crudo. Los compuestos mono y dicíclicos 
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corresponden al 50-55% de esta fracción, los tricícicos al 20% y los tetracíclicos al 25%. Esta 
familia engloba a los hopanos, tales como el 17 ά (H) 21β (H)-hopano (Prince et al., 1993). 
 
Oleofinas (alquenos): los alquenos están poco presentes en el crudo de petróleo, encontrándose en 
concentraciones traza. Adquieren importancia en los productos resultantes del refinado, ya que se 
generan durante el proceso de cracking, existiendo hasta un 30% en gasolinas y un 1% en fueles. 
  
4.3.3 Hidrocarburos como sustancias químicas peligrosas 
 
Los hidrocarburos son los compuestos dominantes del petróleo (50-98%), por lo que constituyen 
uno de los grupos de contaminantes ambientales más importantes, tanto por su abundancia como 
por su persistencia en distintos compartimientos ambientales. (Casellas et al., 1995). Los alcanos de 
cadena lineal -n- alcanos o parafinas- son los que se encuentran en mayor proporción, alcanos 
ramificados, en menor cantidad, cicloalcanos o naftenos y cantidades variables de hidrocarburos 
aromáticos. (Fernández et al., 1992),  
 
En cuanto a los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (HAPs), se sabe que su anillo bencénico es 
una de las estructuras más ampliamente distribuida en la naturaleza. Se encuentra formando parte de 
compuestos mono y policíclicos, así como de otras sustancias más complejas como la lignina 
(Dagley, 1981). Los HAPs se forman por la exposición de moléculas orgánicas a elevadas 
temperaturas (pirólisis), así como también por exposiciones a menor temperatura (100-150ºC) y a 
elevadas presiones durante millones de años en sedimentos durante la formación del petróleo.  
 
La Agencia de Protección Ambiental Americana (EPA),  ha incluido los HAPs entre sus 
contaminantes prioritarios (Keith y Telliard, 1979). Esto fundamentalmente se debe a su 
peligrosidad intrínseca, debido a la toxicidad aguda y a la toxicidad de tipo teratogénico, 
mutagénico y carcinogénico que presentan. (LaVoie y Rice, 1988; Wislocki y Lu, 1988; Cerniglia 
et al., 1989). Asimismo, tienen la capacidad de bioacumularse; se caracterizan por ser persistentes, 
es decir, resistentes a la degradación fotolítica, química y biológica, por lo que su tiempo de 
permanencia en el ambiente es suficientemente largo como para biomagnificarse a lo largo de las 
cadenas tróficas (Swackhamer & Hites, 1988), con lo cual su biodegradación es mucho más lenta, 
especialmente los de elevado peso molecular (5-6 anillos) (Kanaly y Harayama, 2000). 
 
4.3.4 Destino ambiental de los contaminantes orgánicos en el 
suelo 
 
La contaminación del suelo consiste en una degradación química que provoca la pérdida parcial o 
total de su productividad,  como consecuencia de la acumulación de sustancias tóxicas en 
concentraciones que superan el poder de amortiguación natural del suelo y que modifican 
negativamente sus propiedades. Esta acumulación se da generalmente como consecuencia de 
actividades humanas, aunque también puede producirse en forma natural cuando los procesos de 
edafización liberan elementos químicos contenidos en las rocas y los concentran en el suelo 
alcanzando niveles tóxicos. (Ortiz et al., 2007)  
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El suelo ejerce su función protectora a través de su capacidad natural de depuración de la 
contaminación. Esta atenuación de los elementos nocivos contaminantes se realiza a través de 
reacciones de complejación, reacciones de adsorción y desorción,  reacciones de precipitación y 
disolución, reacciones de oxidoreducción, reacciones ácido-base y reacciones derivadas de procesos 
metabólicos; todas estas reacciones están estrechamente controladas por propiedades del suelo 
como textura, estructura, porosidad, capacidad de intercambio catiónico, pH y actividad 
microbiológica (Macias, 1993). En cualquier caso, hay que tener presente que el poder de 
amortiguación de un suelo no es ilimitado y cuando se rebasa, el suelo deja de ser eficaz como 
sumidero de la contaminación, llegando incluso a invertirse el proceso y a convertirse en una fuente 
de contaminación para los organismos del suelo y para el medio circundante. 
 
 
La distribución y el comportamiento de los compuestos orgánicos contaminantes en el suelo están 
gobernados por diferentes factores que incluyen las características del suelo (pH, contenido de 
materia orgánica y arcilla, potencial redox, contenido de nutrientes, actividad microbiológica entre 
otros), las propiedades específicas de cada compuesto  y factores ambientales como temperatura y 
precipitación (Lal, 2004). Así, estos compuestos pueden sufrir procesos de lavado, biodegradación, 
volatilización, fotodescomposición e hidrólisis, inmovilización por adsorción y formación de 
enlaces con partículas de arcilla óxidos, oxihiróxidos entre otros, y transferencia a organismos 
(Jones et al., 1996). 
 
4.4 Fuentes de contaminación del suelo por hidrocarburos  
4.4.1 Hidrocarburos Petrogénicos y Compuestos Orgánicos 
Volátiles Biogénicos (COVBs)  
 
En la etapa diagenética, los sedimentos se compactan, consolidan y se convierten en rocas. 
Posteriormente, durante la etapa catagenética al seguir incrementándose la temperatura y presión, el 
kerógeno- materia orgánica preservada en los sedimentos-  comienza a transformarse en bitumen 
por procesos de craqueo primario asociados a fenómenos bioquímicos, después se producen 
hidrocarburos líquidos y, al final de esta etapa, se producen hidrocarburos gaseosos y residuos 
sólidos. (Santamaría et al., 2009). 
 
 
Cuando los hidrocarburos saturan a la roca generadora aumenta el volumen y la presión y es cuando 
comienzan a ser expulsados de la roca. Estas expulsiones se hacen a través de pulsaciones, y es 
cuando se inicia la migración primaria. Si los hidrocarburos abandonan la roca generadora se inicia 
la migración secundaria, atravesando a otras rocas hasta entramparse en alguna roca almacén, o 
bien siguen migrando hasta que se dispersan o degradan en la superficie terrestre. La cinética y 
composición primaria del petróleo estarán definidas por los precursores orgánicos que la 
conformen. (Santamaría et al., 2009). 
 
 
Los hidrocarburos petrogénicos se forman mediante procesos naturales bióticos o abióticos, que no 
tienen influencia directa con la actividad humana, y aportan gran parte de la fracción de carbono 
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presente en la atmósfera (Montzka et al., 1993); este tipo de hidrocarburos se diferencian de los 
producidos por pirolisis, por ser más ricos en HAPs alquilados debido a las diferentes temperaturas 
de formación (Blumer, 1976). 
 
 
El carbono y el petróleo se consideran como una rica fuente de HAPs (Neff, 1979, 1990). El 
carbono es generalmente considerado un material aromático (Berkowitz, 1988).  La mayor parte del 
carbono es derivado de restos de plantas  terrestres que se acumulan como turba; la cual al ser 
expuesta durante millones de años a altas temperaturas y presiones se transforma a carbono. Las 
sucesivas reacomodaciones químicas durante el proceso de diagénesis transforman los restos de 
plantas en compuestos aromáticos de estructura tridimensional (Teichmuller, 1987). El número de 
anillos aromáticos y de carbonos varía por unidad estructural, la mayoría contienen de 3 a 5 anillos 
bencénicos, pudiendo encontrarse estructuras con hasta 10 anillos  (Berkowitz, 1998). Estas 
estructuras aromáticas están unidas entre sí por estructuras lineales y cíclicas, así como por 
sustituyentes del oxígeno y azufre.  
 
 
Los Compuestos orgánicos volátiles biogénicos COVBs contribuyen a la carga de hidrocarburos en 
la atmósfera y afectan significativamente la química atmosférica, a través de la formación de ozono 
y aerosoles, la oxidación de metano, o el balance del monóxido de carbono (Pichersky y 
Gershenzon, 2002). Los COVBs se forman en diversos tejidos vegetales, mediante diferentes rutas 
fisiológicas. Los hay de muy diversos tipos, incluyendo el isopreno, terpeno, alcanos, alquenos, 
alcoholes, ésteres, carbonilos o ácidos grasos (Peñuelas y Llusiá, 2009). 
 
4.4.2 Aspectos tecnológicos y económicos que sustentan el uso 
indiscriminado de combustible fósiles  
 
La producción anual de petróleo en el mundo asciende a más de dos mil millones de toneladas 
métricas; un 10% de los productos finales derivados del petróleo, contaminan ambientes marinos y 
terrestres (Fernández et al., 2006). Los suelos contaminados con derrames de petróleo crudo, son 
uno de los problemas ambientales de mayor preocupación en el mundo, debido a que generan 




Esta grave problemática ambiental, ha generado durante los últimos años, el interés de desarrollar 
tecnologías que permitan aprovechar nuevas fuentes energéticas. Los elevados precios que han 
sufrido los hidrocarburos desde los primeros años de la década de los setenta han despertado nuevas 
conciencias sobre el problema energético. Las economías actuales se basan en recursos energéticos 
no renovables, cuyas reservas se irán agotando, independientemente de posibles nuevos 
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Existe entonces la necesidad de transitar hacia economías que incorporen en su base fuentes 
diferentes a las convencionales, tales como energía nuclear, solar, eólica, entre otras. Pese a que en 
la actualidad su contribución a la oferta energética mundial es insignificante, sin duda son opciones 
de largo plazo y podrían, junto con otras fuentes nuevas, satisfacer la demanda energética de la 
humanidad. Es también aceptado en forma generalizada que, por múltiples razones, resulta 
conveniente que la base energética se diversifique, tanto como sea posible, utilizando racionalmente 
todos los recursos disponibles para satisfacer las necesidades y requerimientos de la sociedad.  
 
 
4.5  Biorremediación de suelos contaminados por 
hidrocarburos 
4.5.1 Biorremediación del suelo 
 
La biorremediación es una tecnología basada en la utilización de agentes biológicos 
(microorganismos y plantas), y su potencial degradador para eliminar los contaminantes del medio, 
mediante su transformación en formas menos tóxicos, y en algunos casos alcanzando la 
mineralización, producción de CO2 y el H2O, así como fuentes de alimento que sustenta su 
desarrollo y crecimiento (Solanas, 2009). De todos los contaminantes, los hidrocarburos son los que 
han mostrado mejores resultados en la aplicación de la biorremediación (Rosenberg et al., 1992), 
pudiendo llegar a ser completamente mineralizados (Saval, 1997). 
 
 
La capacidad de biodegradación de los microorganismos depende de las características físicas, 
químicas y microbiológicas del suelo y de las características químicas del contaminante (Leahy y 
Cowell, 1990). Con base a la información obtenida de la caracterización del sitio del derrame y 
conocimiento de las condiciones óptimas de degradación se puede determinar la factibilidad de una 
técnica de biorremediación para cada sitio específico. 
 
 Atenuación Natural 
 
La atenuación natural es un método de remediación pasiva que depende de los procesos naturales 
para degradar y disminuir los contaminantes en el suelo y el agua subterránea (Kao, 2001). Los 
resultados de la atenuación natural dependen de la presencia o ausencia de los microorganismos 
degradadores adecuados, oxígeno disuelto y el nivel de nutrientes y de la biodisponibilidad de los 
contaminantes (Menéndez et al., 2007). 
 
 
Los procesos que contribuyen a la atenuación natural generalmente se encuentran en muchos 
lugares, pero con diferencias en cuanto a la celeridad y a la eficacia según el tipo de contaminante y 
las características físicas, químicas y biológicas del suelo y del agua subterránea. Los procesos de 
atenuación natural a menudo se clasifican en destructivos y no destructivos. Los procesos 
destructivos destruyen el contaminante. Los procesos no destructivos no destruyen el  
contaminante, sino que reducen su concentración. Los procesos de atenuación natural pueden 
18 Influencia del bioestímulo sobre un suelo contaminado y su integración a la gestión ambiental 
 
 
reducir la masa del contaminante por medio de procesos destructivos tales como biodegradación y 
transformaciones químicas (Riser, 1992).  
 
Los suelos con gran cantidad de materia orgánica, como las zonas pantanosas o antiguos pantanos, 
con frecuencia son aptos para la atenuación natural. Ciertas formaciones geológicas, como acuíferos 
de lecho rocoso fracturado o zonas calizas, son menos apropiadas para la atenuación natural porque 
en estos entornos a menudo hay suelos muy diversos que ocasionan un flujo imprevisible del agua 
subterránea y dificultan la previsión del movimiento de los contaminantes. Los suelos 
contaminados con hidrocarburos del petróleo en el tiempo van adquiriendo microorganismos que 
luego de frenar la fuga son la génesis del proceso de atenuación natural estimulada (Macnaughton 
et al., 1999). 
 
  Bioestimulación 
 
La bioestimulación es el método más empleado para reducir la concentración del contaminante 
(Cunningham y Philip, 2000). En la bioestimulación la actividad natural de los microorganismos es 
estimulada por la circulación de soluciones a través del suelo contaminado. Nutrientes (nitrógeno y 




La atenuación natural estimulada o bioestimulación, podría ser una opción aceptable para lugares 
donde se haya reducido la concentración de contaminantes como resultado de la aplicación de 
algunas medidas correctivas. Los procesos naturales generalmente son lentos. Se necesita una 
vigilancia a largo plazo para comprobar que la concentración de contaminantes disminuya 
continuamente lo suficiente para que no se convierta en una amenaza para la salud (Nyer, 1993).    
 
 
Antes de iniciar la biorremediación in situ propiamente dicha, es importante establecer el potencial 
de los microorganismos endógenos para metabolizar el material contaminante y valorar los factores 
limitantes a ser controlados durante el tratamiento. Otra condición que debe ser considerada para 




Factores tales como la temperatura, la limitación de nutrientes y la disponibilidad de humedad, 
reducen la biodegradación de hidrocarburos. Identificar estos factores limitantes es entonces de gran 
importancia para favorecer la biodegradación (Borrasen y Rike, 2007). 
 
 
Aunque los microorganismos con la capacidad para degradar petróleo crudo se hallan distribuidos 
en todos los ambientes terrestres y marinos, una de las dificultades de la biorremediación es que ella 
se realiza en ambientes naturales, los cuales contienen diversos microorganismos no caracterizados. 
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Si bien un aspecto crítico es la presencia de bacterias con la capacidad degradadora; la 
biodisponibilidad es un factor de mucho más importancia en los procesos de biodegradación. Los 
microorganismos degradadores de hidrocarburos producen una variedad de surfactantes activos que 
contribuyen a mejorar la biodisponibilidad, pero en ocasiones es necesario adicionar surfactantes 
cuando los contaminantes son altamente hidrofóbicos y/o seguramente adsorbidos por las partículas 
o materia orgánica del suelo (Menéndez et al., 2007). 
 
 
Para la efectiva biorremediación del suelo contaminado con hidrocarburos se requiere una mezcla 
de múltiples géneros de microorganismos, cada uno capaz de metabolizar diferentes compuestos. 
Por ello entender la taxonomía de los microorganismos ayuda enormemente a determinar las 
mejores condiciones para la bioestimulación (Salinas et al., 2007). 
 
 
  Bioaumentación 
 
Las técnicas de bioaumentación se basan en la adición de microorganismos, seleccionados 
naturalmente desde el sitio contaminado o microorganismos que han sufrido modificaciones 
genéticas, en ambos casos, el objetivo es disminuir o eliminar sustancias nocivas para el ambiente 
(Shmaefsky, 1999). La bioaumentación asegura que estén presentes microorganismos específicos, 
que se sabe son capaz de degradar al compuesto contaminante hasta sus moléculas básicas 
(Advanced BioTech, 2000). Las bacterias son los microorganismos más comúnmente utilizados 
para la bioaumentación (Shmaefsky, 1999; Saponaro et al, 2002). 
 
 
La bioaumentación de los suelos contaminados se puede determinar por una serie de pruebas de 
laboratorio, especialmente de caracterización de las poblaciones de microorganismos y del estudio 
en microcosmos, sumado a la evaluación de los microorganismos con capacidad para colonizar y 
degradar a los contaminantes del suelo (Sabaté et al., 2004). 
 
 
Las complejas propiedades biológicas, químicas y físicas de los suelos pueden reducir las 
poblaciones introducidas de microorganismos por relaciones antagónicas (factores bióticos), como 
prelación y competencia con la población de microorganismos autóctonos, también puede darse 
estrés fisiológico causado por factores abióticos tales como el pH, la disponibilidad de agua y aire, 
la temperatura, y en el caso especial de los hidrocarburos poli aromáticos (PAHs) la disponibilidad 
de carbono y una fuente de energía (Semple et al., 2006). 
 
 
La supervivencia y adaptación de los organismos degradadores introducidos o autóctonos en el sitio 
contaminado es de gran importancia para el éxito de la biorremediación. El monitoreo de los 
cambios en las poblaciones de microorganismos degradadores es esencial para establecer y 
mantener las condiciones favorables para dichos microorganismos (Phrommanich et al., 2007). 
 
  
Los microorganismos capaces de degradar contaminantes orgánicos en cultivos pueden abandonar 
su función cuando se inocula en ambientes naturales, porque ellos pueden ser susceptibles a toxinas 
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o depredadores en el medio ambiente (Márquez et al., 2001). En ocasiones no suelen mejorar las 
tasas de degradación alcanzadas por los microorganismos autóctonos (Viñas, 2005). 
 
El suelo contaminado a menudo es deficiente en materia orgánica y tiene baja actividad microbiana. 
Usualmente las comunidades bacterianas están adaptadas a la presencia de los contaminantes, pero 
otras condiciones ambientales tales como disponibilidad de nutrientes y concentración de oxígeno 
pueden ser desfavorables; así, la degradación microbiana de los contaminantes in situ es lenta (Lee 
et al., 2007). 
 
 
La actividad microbiana es estimulada por la adición de materia orgánica al suelo, está mejora 
mucho las propiedades químicas y físicas del suelo tales como la capacidad de retención de agua, 
aireación, pH, la capacidad de recambio iónico (Brady y Weil, 1998). Estas propiedades influyen 
directamente sobre las poblaciones de los microorganismos endógenos y pueden mejorar su 




Debido a que la biorremediación in situ no implica excavación, los costos y molestias de 
excavación y transporte son eliminados, es por ello que la biorremediación es uno de los pocos 
procesos de tratamiento actualmente aceptados. Por medio de la biorremediación todo compuesto 
orgánico puede ser biodegradado, esto se constituye como un reto biotecnológico, el cual hace que 






5.1.1 Objetivo General 
Evaluar la influencia del Bioestimulo en un suelo contaminado con diesel a escala de laboratorio. 
 
5.1.2 Objetivos Específicos 
 Aislar e identificar por medio de técnicas bioquímicas y moleculares bacterias capaces de 
degradar diesel a partir de un suelo contaminado experimentalmente. 
 
 Calcular la tasa de degradación de diesel en un suelo contaminado experimentalmente y tratado 
mediante atenuación natural y bioestimulación, y establecer cuál de las tecnologías es más 
eficiente en la degradación del hidrocarburo. 
 
 Formular un protocolo base que oriente los lineamientos de los aspectos biotecnológicos en la 
planeación e implementación de un plan de manejo ambiental estratégico de suelos 
contaminados con diesel, que incorpore la estrategia valorada con mayor eficiencia en la 
degradación del hidrocarburo. 
 
5.2 Pregunta de investigación  
¿La estrategia de bioestimulación mejorará significativamente las tasas de degradación de 
hidrocarburos, y podrá constituir más eficientemente una medida de manejo ambiental que 
garantice mayor recuperación de un suelo contaminado con diesel?  
 
5.3 Hipótesis 
La bioestimulación favorece la degradación de diesel en un proceso de atenuación natural  en un 






La metodología se llevó a cabo en dos etapas: en la primera etapa se realizó el pre-tratamiento y 
esterilización del suelo, el montaje, control y seguimiento del experimento además, la 
caracterización fisicoquímica del suelo y la prueba de respirometría, así como la dosificación de 
nutrientes para el tratamiento de bioestimulación y aislamiento de microorganismos heterótrofos e 
hidrocarbonoclastos. En la segunda etapa se hizo la caracterización molecular de los 
microorganismos aislados a partir del suelo contaminado experimentalmente. 
 
El suelo empleado para realizar este trabajo fue tomado de predios de la Universidad Nacional de 
Colombia, sede Medellín, Facultad de Agronomía; el cual fue contaminado con 40.000 ppm de 
diesel obtenido de una estación de gasolina. En el ensayo a escala de laboratorio se montaron dos 
tratamientos experimentales y un tratamiento control; atenuación natural (A), bioestimulación (B) y 
control (C). Fotografía 1 (Anexos).  
 
Antes de dar comienzo a los tratamientos se realizaron los siguientes procedimientos: 
caracterización del suelo (tratamientos A, B y C), esterilización del suelo (tratamiento C) y 
dosificación de nutrientes (tratamientos B).  
Los criterios de inclusión del suelo fueron los siguientes: 
 De uso agropecuario. 
 Que no presentara contaminación previa con hidrocarburos de origen natural o antrópico 
(accidental, experimental o dirigido). 
 Perteneciente a predios de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín, lo que 
permitió conocer las condiciones iniciales del suelo, además facilitó la colección de muestras y 
posibilitó el desarrollo de los tratamientos experimentales y de control.  
 
6.1 Materiales y Métodos 
 
6.1.1 Pre-tratamiento y esterilización del suelo 
 
El suelo para todos los tratamientos se secó y posteriormente fue tamizado a tamaños de partícula 
entre 2 y 2.36mm (tamices Pinzuar) para garantizar que el proceso fuera aeróbico y se lograra 
además una distribución más homogénea del combustible en el suelo. Después de tamizado se 
pusieron 6Kg del suelo para su esterilización (tratamiento control - C) en una autoclave operando a 
una temperatura de 121ºC y una presión de 1.5 Kg/cm
2
 durante 4 horas, esto se realizó para 
disminuir la posibilidad que el suelo volviera a contaminarse con microorganismos durante el 
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experimento, este procedimiento era necesario, pues con este tratamiento se prendía controlar otras 
vías de degradación del hidrocarburos diferente a la biológica.  
 
6.1.2 Desarrollo del Experimento 
  Montaje del experimento a escala de laboratorio 
 
Después de llevar el suelo a un tamaño de partícula entre 2 y 2.36 mm, éste se extendió en un 
plástico sobre una superficie sólida y se realizó el derrame experimental con 40.000 ppm de diesel, 
posteriormente se depositaron 2 Kg. de suelo en cada una de las bandejas de experimentación o 
microcosmos. Los dos tratamientos experimentales y el tratamiento control se hicieron por 
triplicado de la siguiente forma: suelo más hidrocarburo (A, atenuación natural), suelo más 
hidrocarburo y nutrientes (B, bioestimulación) y suelo estéril más hidrocarburo (C, control) 
Fotografía 1 (Anexos). 
Adicionalmente se adicionaron dosis de HCl 2M para bajar el pH y disminuir el crecimiento 
bacteriano, así como ciclohexamida para inhibir el crecimiento de hongos,  y de esta manera 
controlar el proceso de degradación biológica del hidrocarburo. 
 Control y Seguimiento del experimento 
 
El experimento tuvo una duración de 4 meses, durante este tiempo se hizo un seguimiento semanal 
del pH, la temperatura y la humedad, en la etapa final del experimento se hizo seguimiento al 
potencial redox, adicionalmente se realizaron 7 muestreos para aislar e identificar bacterias con 
capacidad para degradar diesel y utilizarlo como fuente de carbono y energía. Alterno al desarrollo 
del experimento se realizó un ensayo de respirometría, con los dos tratamientos experimentales y el 
tratamiento control, por medio de éste se pudo evidenciar la actividad metabólica de los 
microorganismos, mediante la cuantificación de la producción de CO2. 
.  
Se realizó control de la volatilización del hidrocarburo colocando en una probeta graduada una 
cantidad conocida de diesel, la cual se reviso a lo largo de la experimentación para verificar el 
porcentaje que se perdía por este medio 
 
6.1.3 Caracterización del suelo 
 
Con el fin de conocer y controlar los parámetros físicos y químicos del suelo que interfieren en el 
proceso de biodegradación, y así realizar el cálculo de la dosificación de nutrientes  necesario para 
favorecer el desarrollo de las poblaciones microbianas  autóctonas del suelo, se realizó la 
caracterización del suelo en el Laboratorio de Química del Suelo, facultad de Ciencias, Universidad 
24 Influencia del bioestímulo sobre un suelo contaminado y su integración a la gestión ambiental 
 
 
Nacional de Colombia, sede Medellín, en tres momentos diferentes: antes de la contaminación 
experimental, 5 días después de la contaminación y al finalizar cada uno de los tratamientos.  
 Determinación de parámetros físicos: 
 
 Granulometría: se determinó en el Laboratorio de Conservación y Propiedades Físicas del 
Suelo de la Universidad Nacional de Colombia-Medellín, empleando un juego de mallas 
marca Pinzuar con especificaciones  ASTM: No. 1/4 (6.35mm), No. 4 (4.76mm), No. 8 
(2.36mm), No. 10 (2.00 mm), No. 20 (0.84 mm) y No. 100 (0.149 mm). 
 
 Densidad aparente: se determinó con el método de la parafina en el Laboratorio de 
Conservación y Propiedades Físicas del Suelo de la Universidad Nacional de Colombia - 
Medellín (Métodos analíticos del laboratorio de suelos IGAC, 1990). 
 
 Densidad real: se determinó por el método del picnómetro en el Laboratorio de Riegos y 
Drenajes de la Universidad Nacional de Colombia - Medellín (Métodos analíticos del 
laboratorio de suelos IGAC, 1990). 
 
 Porosidad: La porosidad , se determinó a partir de la relación porcentual entre la 
densidad real y aparente de acuerdo a la siguiente ecuación: 
 
 
 Textura: para su determinación se preparó una solución de agua y se agregó una muestra 
de suelo,  se medió la densidad de la suspensión del suelo, la cual estaba en función de la 
velocidad de sedimentación de cada una de las partículas; a partir de los valores obtenidos 
se determinó la Clasificación Textural,  esto permitió ubicar al suelo en estudio dentro de la 
clase textural correspondiente – arcilla,  
 
 Potencial de hidrogeno pH: se determinó mediante una dilución de 10 g de muestra de 
suelo de cada uno de los microcosmos en 25 ml de agua destilada, en una relación de 1:2.5. 
La mezcla se agitó en vortex durante 90 segundos, posteriormente se midió el pH con el 
electrodo de vidrio pre-calibrado. Para la determinación de este parámetro se empleo el 
equipo marca DENVER INSTRUMENT model 250 pH. ISE. CONDUCTIVITY METER. La 
medición se realizó semanalmente en cada uno de los microcosmos. 
 
 Temperatura: el control de la temperatura se llevó a cabo semanalmente en cada uno de 
los microcosmos, para medir la temperatura en cada bandeja se utilizó un termómetro de 
mercurio, para cada caso la medición se hizo por triplicado y se saco un promedio de los 
valores. La medición se realizó semanalmente en cada uno de los microcosmos. 
 
 Humedad: el control de la humedad se realizó semanalmente en cada uno de los 
microcosmos, para ello se tomó una muestra de suelo (5g) de cada uno de los microcosmos. 
Se pesa el recipiente que contiene la muestra, éste debe estar limpio y seco (Pb). 
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Posteriormente se pesó el recipiente y la muestra de suelo (Pshb). Se secó a 105°C por 24 
horas hasta obtener peso constante. Luego se llevó al desecador hasta peso constante. 
Finalmente se pesó el recipiente y la muestra de suelo (Pssb). El contenido de agua se 
calculó con la siguiente ecuación  
 
 Potencial Redox: se determinó mediante una dilución de 10 g de muestra de suelo de cada 
uno de los microcosmos en 25 ml de agua destilada, en una relación de 1:2.5. La mezcla se 
agitó en vortex durante 90 segundos, posteriormente se introdujo el electrodo, verificando 
que estuviera en contacto directo con el suelo, se esperó a que alcanzara un equilibrio 
térmico para registrar los milivolts y la temperatura inicial. Esperar a que se estabilice la 
lectura, esto puede ocurrir hasta 30 minutos después de introducir el electrodo. Para la 
determinación de este parámetro se empleó una sonda REDOX (ORP = POTENCIAL DE 
OXIDO-REDUCCION)  MTC10101, MARCA HACH. 
 
 Determinación de parámetros químicos:  
 
 Contenido de Carbono Orgánico el contenido de carbono orgánico se    determinó con el 
método Walkley-Black modificado. Se trituró la muestra de   suelo y se pasó por una malla 
de 0.15 a 0.5 mm. Cuando la muestra estuvo humedad se disgregó lo mejor posible. Se 
pesaron 0.5 y 1.0 g respectivamente de muestra en un erlenmeyer de 200 ml cada una, se 
adicionaron 10 ml de solución de dicromato de potasio 0.5N con pipeta volumétrica y 15 
ml de ácido sulfúrico concentrado (<95%) se agitó manualmente durante 1 minuto. Se 
colocó el erlenmeyer en la estufa a 150°C durante 30 minutos cuidando de que la solución 
dentro del erlenmeyer no excediera la temperatura indicada. Se Deja enfriar el erlenmeyer 
durante 15 minutos, se agregó a cada uno 60 ml de agua destilada, 0.2 ml de ferroína, como 
indicador. Se tituló con sulfato ferroso amoniacal (sfa) 0.5N hasta observar el cambio de 
color violeta a gris o a verde brillante. En cada corrida se incluyó un blanco de reactivos 
por duplicado: blancos calientes (que se restan a las muestras) y blancos fríos (para valorar 
la normalidad del sulfato ferroso) los cuales se prepararón igual que una muestra, pero sin 
la muestra de suelo. La siguiente ecuación permite determinar la fracción de carbono 
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N= normalidad de la solución de sulfato amoniacal (0.5N). 
p= peso de la muestra en g. 
Vsfac= volumen de la solución de sulfato ferroso amoniacal gastado en la   titulación de la muestra 
de blanco caliente (ml). 
Vsfaf= volumen de la solución de sulfato ferroso amoniacal gastado en la titulación de la muestra 
de blanco fría (ml). 
Vsfam= Volumen de la solución de sulfato ferroso amoniacal gastado en la titulación de la muestra 
(ml). 
A= factor de reducción aritmético. 
 
 Cationes intercambiables: potasio, calcio y magnesio, se determinaron en el Laboratorio 
de Química del suelo de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín. 
 
 Azufre: se determinó por el método de fosfato monocálcico 0.008M en el Laboratorio de 
Química del suelo de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín. 
 
 Hierro, Manganeso, Cobre, Zinc y  Boro: se determinaron por el método de Olsen-EDTA 
en el Laboratorio de Química del suelo de la Universidad Nacional de Colombia, sede 
Medellín. 
 
 Capacidad de Intercambio Catiónico: la suma de cationes de cambio se determinó en el 
Laboratorio de Química del suelo de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín. 
 
 Nitratos: se determinó por el método Sulfato de aluminio 0.025 en el Laboratorio de 
Química del suelo de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín. 
 
 Amonio: se determinó por el método Cloruro de Potasio 1M en el Laboratorio de Química 
del suelo de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín. 
 
 Fósforo Total: se tomaron 50g de la muestra de suelo y se colocaron en un erlenmeyer de 
125 ml, se adicionaron 8 ml del reactivo combinado (Se mezclaron 50% de H2SO4 5N, 5% 
de solución de tartrato antimónico de potasio, 15% de solución de molibdato de amonio y 
30% de solución ácido ascórbico 0.01N) se mezcló bien. Después de 10 minutos y antes de 
30 minutos, se medió la absorbancia a 700nm, usando un blanco de reactivo. Se restó la 
absorbancia del blanco a la absorbancia de la muestra. Se Preparó la curva de calibración. 
Se prepararon una serie de seis estándares. Se empleó la solución estándar de P-PO2 (se 
disolvieron 50 ml de la solución madre de fosfato a 1000ml con agua destilada, 1 ml= 2.5 
µg P), normalmente se toman volúmenes de 0 a 50 ml. se corre un blanco con agua 
destilada. Se gráficó la absorbancia contra la concentración de P-PO2. La curva de 
calibración es correcta cuando al trazar la gráfica se obtiene la línea recta que cruza por el 
origen (correlación de 0.998). En caso contrario es necesario repetir la curva de calibración. 
Para obtener la pendiente y la ordenada al origen, las cuales se emplean para obtener los µg 
de fósforo en el volumen de la alícuota tomada: 
 
           Donde: 
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           A= lectura de absorbancia de la muestra 
            b= ordenada al origen 
                   m= pendiente 
                  Vm= mL de muestra 
El fósforo se determinó por medio del cálculo con base al análisis de fósforo total: 
 
Donde: 
mg/L P= Concentración de fósforo total en miligramos por litro. 
PM PO4= Peso molecular del fosfato 
PA P= Peso atómico de fósforo. 
El fósforo se analizó en un espectrofotómetro ultravioleta visible marca Milton Roy 601. 
Espectronic. 
 
 Prueba de respirometría:  
 
La respirometría es una técnica basada en la medición del consumo de oxígeno por parte de los 
microorganismos que degradan y oxidan un sustrato orgánico convirtiéndolo en CO2 y agua. El 
análisis respirométrico arroja datos sobre el consumo de O2 por el metabolismo microbiano en 
presencia de un sustrato orgánico. 
 
La respiración inducida con sustrato (SIR), se da al adicionarse un sustrato al suelo, en este caso el 
contaminante a degradar. La respiración está influenciada por la humedad del suelo, la temperatura, 
la disponibilidad de nutrientes y la estructura del suelo (Alef y Nannipieri, 1995), la temperatura de 
incubación puede oscilar entre 20ºC y 30ºC- en el experimento la temperatura se mantuvo en 25ºC- 
y la capacidad de retención de agua en el suelo puede variar entre 50-70 %.  
La respiración del suelo se determinó mediante la técnica de incubación del suelo en jarras cerradas, 
en ésta el CO2 fue absorbido en una solución de NaOH y cuantificado por titulación con HCl. 
Fotografía 2 (Anexos). 
 Procedimiento: Se pesaron 50 gr de suelo de cada uno de los tratamientos y del control en un 
beaker y se colocaron en el fondo de una jarra de 1L. Se pipetearon 25 ml de solución de NaOH 
(0.05M) e inmediatamente se selló la jarra para atrapar el aire presente en la parte superior de la 
misma. El control del procedimiento se realizó llenando de 3-5 jarras con NaOH (0.05 M) pero 
sin muestra de suelo. Se incubaron todas las jarras durante 3 días a 25°C – el investigador de 
acuerdo a la producción de CO2 determinara el tiempo mínimo de incubación, el tiempo 
máximo no deberá superar los 3 días, periodos superiores de incubación podrían generar 
condiciones anaeróbicas, además sería imposible cuantificar la producción de CO2-. El 
procedimiento se llevo a cabo por 61 días. 
 
 Estimación de la cantidad de CO2 producido por los microorganismos: se abrieron  las 
jarras y se sacaron los beakers. Se lavó la superficie externa con agua libre de CO2, para 
garantizar que toda la solución de NaOH quedara al interior de la jarra. Se adicionaron 5 ml de 
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solución de BaCL2 (0.5 M) y algunas gotas de indicador-felnolftaleina-, para la titulación, se 
adicionó gota a gota una solución de HCl bajo continua agitación hasta que se presentó el 
cambio de color. 
 
Para obtener la solución de cloruro de bario se disolvieron 122.14 gr de BaCL2. en agua 
descarbonatada hasta completar 1 L. El agua descarbonatada se obtuvo hirviendo el agua 
destilada por espacio de 2 minutos, se dejó enfriar y se mantuvo en un frasco con trampa de CO2. 
La velocidad de respiración se calculó con la siguiente relación: 
 
    Donde: 
    Vo: volumen en mililitros de HCL gastado para titulación de los blancos. 
    V: volumen en mililitros de HCL gastado para titulación de las muestras (promedio). 
    dwt: es el peso seco de un (1) gramo de suelo húmedo y 1.1 es un factor de conversión     
    (1 ml de NAOH 0.05M es igual a 1.1 mg de CO2). Para el caso del HCL y el NAOH 1   
   M es equivalente a 1N. 
 
6.1.4 Dosificación de nutrientes 
 
Los nutrientes empleados para la dosificación de nutrientes en el tratamiento de bioestimulación 
fueron: urea  al 46 % de pureza y tripolifosfato de sodio (K2HPO4) al 90% de pureza, administrados 
en 3 pulsos semanales en el agua empleada para controlar la humedad. Fotografía 3 (Anexos). 
El cálculo de nutrientes se hizo por medio de la ecuación propuesta por Cookson, en el apéndice B 
(1995), con base a los resultados obtenidos en el análisis del suelo después del derrame 
experimental. 
No se adicionó una fuente de oxígeno debido a que se mezcló el suelo periódicamente (cada 3 días) 
para garantizar que la degradación se llevara a cabo en forma aerobia. Fotografía 4 (Anexos). 
6.1.5 Aislamiento de bacterias 
  Siembra de bacterias 
 
En condiciones estériles, se prepararon 500 ml de solución salina, se adicionó 1 g del suelo a una 
botella o matraz con tapa de rosca con 99 ml de solución salina isotónica estéril (dilución 10-2), se 
homogeneizó con agitación vigorosa en vortex. Posteriormente, se tomó 1 ml y se transfirió a un 
tubo con 9 ml de solución salina estéril dilución 10
-3
, a partir de allí se hicieron diluciones sucesivas 
hasta llegar a la dilución 10
-9
, se utilizó una punta o pipeta estéril para realizar cada dilución. Se 
agitó de forma constante con vórtex en cada paso. Se tomó 0.1 ml de la dilución seleccionada y se 
coloco en el centro de la superficie del medio de cultivo. Se realizó la siembra por triplicado y con 
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tres diluciones consecutivas, para asegurar que el recuento se hiciera en forma correcta. Se extendió 
la alícuota en la superficie de la placa con una varilla de vidrio previamente esterilizada (inmersa en 
alcohol y pasándola por la flama de un mechero, asegurándose que este fría antes de entrar en 
contacto con la muestra). Se incubaróm las placas de forma invertida a temperatura ambiente por un 
periodo de 3 a 5 días. 
 
 Medios de cultivo empleados  
 
 Medio Luria Bertani, LB (DifcoTM). La formula aproximada por litro es: Bacto tristona 10g,  
extracto de levadura 5g y NaCl 10 g. Este medio se empleo para el aislamiento de bacterias 
heterótrofos.  
 
 Medio mineral Bushnell – Hass, BH (DifcoTM). La formula aproximada por litro es: Sulfato 
de Magnesio 02g, Cloruro de Calcio 0.02g, Fosfato monopotasio 1.0g, Fosfato de Hidrógeno 
diamonio 1.0g, Nitrato de potasio 1.0g, Cloruro férrico 0.05g. Este medio se empleo para el 
aislamiento de bacterias hidrocarbonoclastos.  
 
Para la preparación de ambos medios se siguieron las recomendaciones del fabricante. Después de 
realizar la esterilización del medio y antes de servirlo en las cajas de petri, se realizó la adición del 
diesel 1% V/V, en condiciones de esterilidad, para esto se empleó un filtro de 0.20µ254 pues al ser 
un combustible no puede agregarse al medio de cultivo antes de la esterilización. 
 
 Recuento de bacterias heterótrofos e hidrocarbonoclastos 
 
El recuento de bacterias heterótrofos e hidrocarbonoclastos fue realizado empleando el método de 
dilución en placa, propuesto por Soil Science Society of America, Inc. y American Society of 
Agronomy, Inc. de Estados Unidos de Norteamérica (1984). Éste método permite hacer  recuento 
de una fracción de células viables en suelos, dado que solo una pequeña proporción de los 
microorganismos pueden replicarse a través de los medios de cultivo tradicionales (Friedrich et al., 
1997). 
Dicho conteo evaluó bacterias heterótrofas e hidrocarburoclastas en unidades formadoras de 








Después de un periodo de incubación de 3 a 7 días, contar el número de colonias y reportarlo como 
unidades formadoras de colonias (UFC)/ g de suelo seco. 
 Caracterización bioquímica de las bacterias aislados 
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Para la caracterización bioquímica de las bacterias aisladas en el experimento se usaron las 
siguientes pruebas bioquímicas en cultivos incubados entre 18 a 24 horas: 
 Coloración de Gram: se realizó de acuerdo al procedimiento descrito en el Clinical 
Micobiology Procedures Handbook (2010)  
 
 Prueba de Oxidasa: para la detección de la enzima citocromo oxidasa se seleccionó una 
colonia aislada y se impregno sobre una tirilla que contenía 0.1 µmol N,N-Dimetil-1,4 fenilen 
cloruro diamonio y 1.0 µmol 1-naftol (Bactident® Oxidase, Darmstadt, Alemania). La lectura 
se realizó entre 20 y 60 segundos después de impregnada la tirilla. Se consideró una reacción 
positiva el viraje de color de la tirilla hacia azul o violeta.  
 
 Prueba de Catalasa: para la detección de la catalasa se seleccionó una colonia aislada y se 
colocó sobre un portaobjetos limpio y seco, y se agregó una gota de peróxido (H2O2 al 3%). La 
lectura se realiza inmediatamente. Se considera una reacción positiva la presencia de burbujas 
inmediatamente después de adicionar el peróxido  
 
 Identificación de Staphylococcus sp: para la identificación de especies de Staphylococcus se 
utilizó el kit Slidex Staph Plus (Biomériux, Marcy l’Etoile, Francia). Este se basa en un sistema 
de detección simple, un látex azul sensibilizado con fibrinógeno humano y anticuerpos 
monoclonales, simultáneamente puede detectar el factor clumping, la proteína A y un antígeno 
específico del grupo ligado a la estructura periférica de Staphylococcus aureus. Se consideró 
una reacción positiva la presencia de aglutinación.  Fotografía 5 (Anexos).  
 
 Caracterización molecular de las bacterias aisladas 
 
 Extracción de ADN: después de realizar la identificación bioquímica a las cepas aisladas, se 
realizó la extracción de ADN genómico empleando el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN, 
Hilden, Alemania). Para ello, se realizaron repiques de colonias en agar Luria Bertani (LB) de 
18-24 horas de incubación a medio líquido Infusión-Cerebro-Corazón (BHI, Oxoid, Hampshire, 
Reino Unido). El medio fue incubado a 37ºC en agitación durante 18 horas, y se realizó la 
extracción del ADN según las instrucciones del fabricante.  
 Amplificación del gen ribosomal 16S: el gen ribosomal 16S (16S ADNr) fue amplificado 
usando los cebadores universales Eubac 27F (5’ AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) y 
1492R (5’-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) (Dunbar et al., 1999). La amplificación se 
realizó en un volumen final de 50 µL, conteniendo 4 µL de ADN, 16 mM (NH4)2SO4, 67 mM 
Tris-HCl (pH 8.8), 0.01% Tween-20, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 0.5 µM de cada cebador 
y 1.9 unidades de BIOLASE
TM
 DNA Polymerase (Bioline, Londres, Reino Unido). La 
amplificación fue realizada en un termociclador iCycler (BioRad Laboratories, Hercules, CA, 
Estados Unidos). Las condiciones de amplificación fueron: desnaturalización inicial a 94°C 
durante 2 min, seguida de 25 ciclos, desnaturalización a 94ºC durante 30 seg, alinemiento a 
50ºC durante 30 seg, extensión a 72ºC durante 1 min, y un paso de extensión final a 72ºC 
durante 5 min. Los productos de PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1% (Bioline, 
Londres, Reino Unido) con tinción de bromuro de etidio (5 µg/mL) en el Sistema de Imágenes 
GelDoc-It® (UVP, Upland, Estados Unidos). El tamaño de los productos de PCR (~1000 pb) 
fue determinado utilizando el marcador molecular HyperLadder I
TM
 (Bioline, Londres, Reino 
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Unido). Posteriormente, los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit QIAquick 
Spin (QIAGEN, Hilden, Alemania) y secuenciados en ambos sentidos, utilizando los cebadores 
Eubac 27F  y 1492R por medio de un equipo ABI Prism 3730xI (PE Applied Biosystems). 
 Análisis de las secuencias obtenidas: las secuencias del gen ribosomal 16S fueron analizadas 
utilizando el programa Geneious Pro (Biomatters Ltd). Inicialmente se alinearon las secuencias 
sentido y anti-sentido de cada aislamiento, y se aclararon las ambigüedades existentes 
utilizando como criterio un  valor de calidad mínimo (Q value) ≥ 20. Luego, las secuencias 
fueron comparadas con aquellas reportadas en The International Gene Bank (National Center 
for Biotechnology Information-NCBI) utilizando la herramienta BLASTN (Altschul, et al., 
1990) para seleccionar las secuencias con mayor porcentaje de similitud reportadas en esta base 
de datos. Adicionalmente, las secuencias fueron analizadas con la herramienta Classifier del 
Ribosomal Database Project (Cole et al. 2009), para obtener su clasificación taxonómica de 
acuerdo al análisis del rRNA implementado en esta herramienta (Wang et al. 2007). 
Posteriormente, se realizó un alineamiento a partir de los siete aislamientos en cultivo y las 
secuencias descargadas de GenBank utilizando el programa MUSCLE (Edgar 2004). Para 
determinar las relaciones genéticas entre éstas secuencias, se construyó un árbol de similitud 
usando el algoritmoNeighbor-Joining (NJ) (número de diferencias, 10.000 réplicas) en el 
programa MEGA versión 5 (Tamura et al. 2011). Todas las secuencias obtenidas en este 
estudio fueron registradas en GenBank,  
 
 Microscopia Electrónica de Barrido (MEB) 
 
El estudio de microscopia electrónica de barrido se realizó a las cepas bacterianas aisladas en el 
experimento, para esto se usó un microscopio electrónico de barrido marca Jeol JSM -5910 LV 
Scanning Electrón Microscope el cual proporcionó imágenes sobre la morfología y disposición 
bacteriana. 
 
6.1.6 Extracción y Cuantificación de Hidrocarburos totales de 
petróleo 
 Extracción de Hidrocarburos Totales del Petróleo (HTPs):  
 
La recuperación de los hidrocarburos del suelo, se hizo por medio del método de  agitación-
centrifugación (Schwab et al., 1999). Este método está aprobado por la Agencia de Protección 
Ambiental de los Estados Unidos de América (EPA), fue diseñado para superar algunas desventajas 
del método Soxhlet de extracción,  tales como:  
 Largos períodos de extracción. 
 Baja efectividad con los compuestos volátiles.  
 
El procedimiento fue el siguiente: 
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En viales de polipropileno de 50ml para centrifuga se depositó 1g de suelo seco al cual se le 
adicionaron 2.5g de Na2SO4 anhidro (Panreac ®), Luego se le agregó a cada vial 5ml de 
diclorometano marca Chemi, grado analítico y se llevo al vortex por 90 segundos. Las muestras 
fueron centrifugadas en un equipo Jouan serie MR22 a  7000 rpm durante 20 minutos. El proceso 
de lavado del suelo se repitió dos veces más sobre el residuo sólido remanente hasta lograr  un 
volumen aproximado  de 15ml de sobrenadante. Se empleó un rotaevaporador Heidolph (Laborota 
4003-control) operando a una temperatura de 40ºC y una presión de 740 mmHg para separar el 
extracto orgánico del solvente, el cual finalmente se resuspendió en 1ml de diclorometano en viales 
de 1.5 ml marca Agilent ámbar provistos de tapas roscadas con tapón de teflón. Las muestras fueron 
almacenadas a una temperatura de -5ºC hasta finalizar los muestreos para ser analizadas como se 
describe a continuación. 
 Cuantificación de Hidrocarburos Totales de Petróleo (HTPs)   
 
Luego de realizar la extracción de los HTP se determinó la concentración de estos en el suelo 
empleando cromatografía de gas acoplada a espectrofotometría de masas, la cual se llevó a cabo en 
el Laboratorio de Análisis Instrumental de la Universidad Nacional de Colombia – Medellín. Se 
utilizó un cromatógrafo marca Agilent serie 6890N con un detector selectivo de masas Agilent 5973 
Network y un inyector Agilent 7683. Se empleó una columna DB-TPH -123-1632 marca Agilent 
Technologies de 30m de longitud, 0.32mm de diámetro y una película del empaque de 0.25µm. 
Todas las muestras fueron corridas bajo las siguientes condiciones: la temperatura inicial fue de 
60ºC durante 2 minutos, posteriormente la temperatura aumentó 8ºC por minuto hasta alcanzar una 
temperatura de 300ºC manteniéndose allí por 8 minutos más; la temperatura del inyector se 
mantuvo a 250ºC; mientras que la temperatura del detector fue de 340ºC; el gas de arrastre usado 
fue hidrógeno trabajando a un flujo constante de 2ml por minuto (Nocentini et al., 2000). La 
concentración de contaminante en las muestras fue identificada y cuantificada con un estándar que 
contenía una mezcla de hidrocarburos alifáticos de C8-C40 (S-4149-500-MX, Chiron AS) con un 
total de 35 analitos resuspendidos en disulfuro de carbono-diclorometano (3:1).   
 
6.2 DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
Se empleó un diseño experimental completamente al azar de un factor (la concentración remanente 
de hidrocarburos totales de petróleo en el suelo) y 3 niveles (tratamientos A, B y C). Al final del 
experimento se hizo una prueba de comparación de las medias entre los niveles para determinar la 
diferencia significativa y el tratamiento que presentara mayor degradación. Este método se basa en 
la metodología de análisis de varianza (Montgomery y Runger, 2003), en el programa Microsoft 
Excel 2007. 
 
Los datos de entrada de la matriz para la ANOVA (Tabla 1) fueron calculados a partir de las 
concentraciones medias en cada uno de los muestreos (Inicial, medio y final) para cada tratamiento  
 
Tabla 1. Matriz de experimentos de la biodegradación de hidrocarburo (diesel) 













[HTP]i Xi1 Xi1 Xi1 












[HTP]m Xm1 Xm1 Xm1 [HTP]i µi µi µi 
  Xm2 Xm2 Xm2 [HTP]m µm µm µm 
  Xm3 Xm3 Xm3 [HTP]f µf µf µf 
[HTP]f Xf1 Xf1 Xf1 
  
  Xf2 Xf2 Xf2 
  Xf3 Xf3 Xf3 
 
X: es el factor medible (la concentración remanente de HTP en el suelo) 
i: muestreo inicial m: muestreo medio f: muestro final 
1, 2 y 3: se refiere al número de replicas por tratamiento 
µ: medias  
Para el ANOVA se plantearon las siguientes hipótesis:  
H0: las tasas de degradación de HTPs de los tres tratamientos experimentales son iguales 
H1: cada uno de los tres tratamientos presenta diferentes tasas de degradación de HTPs 
 
Además se calculó  y graficó el porcentaje de HTPs remanente, el porcentaje total de HTPs 
degradado y el porcentaje de degradación de cada uno de los veintiuno compuestos medibles del 




7. RESULTADOS  
A continuación se presentan los resultados de las determinaciones fisicoquímicas y microbiológicas 
realizadas en el microcosmos, así como el seguimiento de la degradación del hidrocarburo a lo 
largo de cuatro meses experimentación. En el análisis de resultados se determinó cual de las 
tecnologías de biorremediación, atenuación natural y bioestimulación, presentó mayores tasas de 
remoción de hidrocarburos en un suelo contaminado con diesel, a partir de la información obtenida 
se construyeron algunos lineamientos para un Plan de Gestión Ambiental integral de sitios 
contaminados con diesel. 
 
7.1 Caracterización del suelo 
7.1.1 Determinación de parámetros fisicoquímicos  
 Determinación de granulometría  
Con el análisis granulométrico se pudo determinar el tamaño aproximado de las partículas del suelo 
empleado en la investigación, un valor aproximado de 4.48 mm. Con los resultados se estableció el 
d80 en 4,48 mm, siendo éste el porcentaje de partículas del suelo que después del secado pasaron 
por la malla 4 (Tabla 2) 
Tabla 2. Granulometría del suelo previo a su contaminación 









+1/4 22,295 22,295 4,80 4,80 
-1/4 +4 40,53 62,825 8,73 13,53 
-4 +8 260,04 322,865 56,01 69,54 
-8 +10 63,048 385,913 13,58 83,12 
-10 +20 74,089 460,002 15,96 99,08 
-100 4,273 464,275 0,92 100,00 
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 Determinación de la Densidad aparente  
Los resultados de la densidad aparente se muestran en la tabla 3. 








al aire (g) 
Peso 
húmedo+parafina 




















1 16,95 23,60 9,01 2,16 2,427 12,163 1,39 
2 
3 
9,54 12,13 4,49 1,02 1,146 6,494 1,47 
12,51 18,16 6,86 1,66 1,865 9,435 1,33 




 Determinación de la Densidad real 
Los resultados de la densidad aparente se muestran en la tabla 4. 
Tabla 4. Determinación de densidad real por el método del picnómetro  








+ agua (g) Densidad  
1 4,06 52,2 56,26 154,45 151,78 2,92 
2 4,02 53,09 57,1 155,3 152,83 2,60 
3 4,03 54,9 58,92 156,86 154,38 2,61 
4 4,09 53,6 57,69 156,08 153,55 2,62 
5 4,05 51,2 55,25 153,25 150,73 2,65 




 Porosidad  
La relación porcentual entre la densidad real y la densidad aparente, dan como resultado un valor de  
porosidad de 47.76%. 
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 Textura  
Los resultados de la caracterización del suelo empleado en el experimento lo clasifican como 
Arcilloso Figura 1 (Anexos). 
 Potencial de hidrogeno, temperatura y humedad  
 
El pH, la temperatura y la humedad, fueron parámetros físicos del suelo que se midieron a lo largo 
de la experimentación, para tener un seguimiento más estricto del proceso de biodegradación.  
 
Los valores obtenidos de pH, temperatura y humedad para cada uno de los microcosmos se 
presentan en las tablas 5, 6 y 7. 
 
Tabla 5. Resultados del monitoreo semanal de pH, temperatura y humedad para el 
tratamiento control 
Sem C1 C2 C3 
PH %H T⁰C PH %H T⁰C PH %H T⁰C 
1 3,6 15 22,6 3,6 17 21,5 3,6 16 21,6 
2 3.82 26 24,6 3.88 27 24,6 3.93 25 24 
3 3.87 11 23,6 3.94 11,6 22,8 3.81 8,6 22,8 
4 3,88 7,9 24,8 4,09 7,4 24 4,12 10,2 23,6 
5 3,96 17,8 24 4,08 19,8 24,3 4,19 22,2 24 
6 4,14 11,9 23,5 4,27 7,5 24,3 4,42 9 24 
7 4,12 12,6 23 4,21 14,1 23 4,39 14,1 23 
8 4,15 13,8 24 4,31 13,6 23,3 4,5 15,7 23 
9 4,16 16,3 21,8 4,19 15,9 21,3 4,45 16 21,5 
10 4,19 17,8 20,4 4,22 19,6 20,2 4,51 20,7 20 
11 4,2 9,2 22 4,35 9 21,6 4,6 10,8 21,8 
12 4,24 17,3 24,7 4,33 18 21,4 4,58 17,4 21,4 
13 4,26 8,7 22 4,3 9,6 22 4,59 11,2 22 
14 4,29 11,2 21,5 4,35 9,7 21,2 4,55 10,9 21,2 
15 4,33 13,2 22 4,38 10,9 22,1 4,5 11,3 22,3 









Tabla 6. Resultados del monitoreo semanal de pH, temperatura y humedad para el 
microcosmo Atenuación natural. 
 
Sem A1 A2 A3 
PH %H T⁰C PH %H T⁰C PH %H T⁰C 
1 5,6 18 21 5,6 20 21 5,6 17 21 
2 5.53 21 24 5.47 18 24 5.44 14 24 
3 5.38 13 22 5.14 13,7 22,3 5.07 16 22,3 
4 5,57 9,4 23 5,39 12 21.8 5,23 8,9 22 
5 5,21 17,4 24 5,35 9,7 24 5,43 9,8 24,3 
6 5,87 10,3 23,5 5,92 12,3 24 5,95 9,9 24,3 
7 5,89 12,9 22 5,9 10,3 22 5,89 9,9 22 
8 6,15 12,1 22,3 6,22 13,1 22,2 6,15 13,1 22,2 
9 5,91 9,7 21,6 5,87 10,2 21,3 5,89 11,3 21,3 
10 5,92 15,6 20 5,89 17 19,9 5,85 17,8 20 
11 5,9 15,7 22,3 5,9 11,2 21,7 5,82 14 21,4 
12 5,87 16,4 23,9 5,89 18,6 23,7 5,84 19,2 23,6 
13 5,8 15,8 22,3 5,82 14,6 22,1 5,82 15 22 
14 5,77 10,8 21 5,74 12,3 21,2 5,79 9,9 21,1 
15 5,64 17,8 22,4 5,62 15,9 22,1 5,63 18,3 22,2 
16 5,5 13,6 22,9 5,49 14,7 23 5,51 13,9 23 
 




Tabla 7. Resultados del monitoreo semanal de pH, temperatura y humedad para el 
microcosmo Bioestimulo. 
 
Sem B1 B2 B3 
PH %H T⁰C PH %H T⁰C PH %H T⁰C 
1 5,6 16 21 5,6 15 21 5,6 18 21 
2 8.75 23 24 8.47 23.8 24 8.41 24 24 
3 8.75 18,6 22,6 8.61 13 22,6 8.3 16 22,6 
4 8,46 9,8 22 8,32 11,9 22 8,48 12,2 22,3 
5 8,6 20,8 24 8,49 24,4 24 8,58 22,5 25 
6 8,52 10,2 24 8,37 8,5 24 8,54 10,6 23,5 
7 8,44 10,5 22 8,29 7,2 22 8,39 13,4 22 
8 8,35 15,7 23,2 8,04 14,8 22,3 8,5 14 22,8 
9 8,33 14,3 21,7 8,15 14,8 21,5 8,25 17 21,6 
10 8,15 13,5 20 8,1 21,4 20,1 8,13 17 20 
11 7,84 12,5 22,1 7,83 16,6 21,5 7,83 19,2 21,8 
12 7,82 15,5 23,5 7,81 21 23,6 7,81 16,3 23,6 
13 7,8 14,2 22,1 7,83 16 22,3 7,82 13,9 22,3 
14 7,79 13,8 21,4 7,82 14,7 21,6 7,8 11,9 21,5 
15 7,75 15,5 22,1 7,8 16,9 22,3 7,78 13,2 22,3 
16 7,76 10,8 23 7,8 12,3 23 7,79 11,4 22,9 
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El comportamiento de los parámetros físicos durante el experimento en cada tratamiento se presenta 
en los gráficos 1, 2 y 3. 
 




Gráfica 2. Comportamiento de los parámetros físicos durante el experimento en el 
tratamiento de atenuación natural. 
 




Gráfica 3. Comportamiento de los parámetros físicos durante el experimento en el 
tratamiento de bioestimulación. 
 Potencial Redox  
El estado redox es una medida cuantitativa del estado de oxidación de las sustancias en el sistema, 
ésta permite representar el estado de oxidación de los compuestos susceptibles de ser empleados 
como principal aceptor de electrones para los microorganismos. Así, los microorganismos emplean 
a los aceptores de electrones más oxidados que les permiten más energía, disminuyendo de manera 
secuencial de aceptores bajo condiciones aerobias (potencial redox positivo) a anóxica o anaerobia 
(potencial redox negativo).  
Tabla 8. Resultados del potencial redox al finalizar el experimento. 




















12/05/2010 247.6 246.1 241.0 223.6 227.7 228.1 172.3 138.2 141.0 
19/05/2010 251.7 250.9 255.4 228.6 213.7 217.5 182.6 164.9 127.4 
30/05/2010 268.3 258.6 241.0 187.5 173.0 175.3 151.9 143.6 134.2 
08/06/2010 271.3 267.4 260.2 193.2 189.6 186.5 167.5 159.8 160.5 
A continuación se reportan los valores de los parámetros físicos y químicos medidos en el suelo 
antes del derrame, transcurridos 5 días después de éste, y al finalizar cada uno de los tratamientos 
experimentales, incluido el tratamiento contro
Comportamiento de parámetros físicos (pH, % H y 








0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 
Tiempo (Semanas) 
Bioestimulación pH Bioestimulación %H Bioestimulación T 
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Tabla 9. Resultados de los análisis físicos y químicos del suelo antes del derrame, 




Características Antes del 
derrame 
Después del 
derrame (5 días 
después del 
derrame) 
Al finalizar cada tratamiento 
Control Atenuación Bioestimulo 
Textura           
   
A% 28 28 28 26 28 
L% 28 28 24 24 26 
Ar% 44 44 48 50 46 
Clase Arcilloso Arcilloso Arcilloso Arcilloso Arcilloso 
pH 5,5 5,6 4,3 5,4 7,7 
Materia Orgánica % 4,2 10,7 7,4 7,9 7,3 
Ca  cmolc Kg -1 10,8 10,8 10,7 10,7 8,3 
Al cmolc Kg -1 n.d n.d 1,1 0,5 n.d 
K    cmolc Kg -1 6,9 6,6 0,27 0,28 0,29 
Mg cmolc Kg -1 0,28 0,52 6,6 6,7 5,4 
CICE mg Kg-1 18 18 18,7 18,2 14 
P mg Kg-1 40 47 25 26 117 
S mg Kg-1 11 15 5 1 4 
Fe mg Kg-1 239 265 227 216 180 
Mn mg Kg-1 28 49 150 98 48 
Cu mg Kg-1 6 7 4 5 4 
Zn mg Kg-1 10 10 13 10 7 
B mg Kg-1 0,39 0,32 0,34 n.d N.A 
N-NO3 mg Kg-1 1,5 3 9 5 6 
N-NO4 mg Kg-1 7 14 140 27 1620 
En la tabla Ar: Arcilla, M.O: Materia Orgánica, N.A: no aplica, nd: no detectable. 
 
7.1.2 Prueba de respirometría 
La prueba de respirometría se realizó para evidenciar la capacidad de los microorganismos 
presentes en el suelo de utilizar el hidrocarburo como fuente de carbono y energía, y de esta manera 
poder degradarlo. La fórmula que describe la reacción de oxido-reducción del compuesto orgánico 
es la siguiente: 
 
 
El diesel empleado en el experimento tenía una formula aproximada C15H30 de acuerdo al valor de 
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Los porcentajes de remoción del hidrocarburo alcanzados con la respirometría fueron los siguientes: 
98,17% para bioestimulación, 96,67% para atenuación natural y 58,82% para el tratamiento control. 
A continuación se muestran los porcentajes de remoción alcanzados por cada uno de los 
tratamientos experimentales, incluido el control en un período de 61 días. 
Gráfica 4. Relación molar entre el diesel degradado y la cantidad de CO2, en función 



























7.2 Cálculo de la dosificación de nutrientes para el 
tratamiento de bioestimulación 
De acuerdo a la caracterización inicial del suelo, los valores para el fósforo disponible fueron de 
40mg/kg, Nitrógeno como NO3- de 1.5 mg/kg y Nitrógeno como NH4 de 7 mg/kg, a partir de estos 
resultados se realizó el cálculo correspondiente para determinar la dosificación de nutrientes 
necesaria y satisfacer los requerimientos metabólicos de los microorganismos del suelo presentes en 
el tratamiento bioestímulo. 
La ecuación de Cookson para la dosificación de nutrientes está compuesta por una ecuación redox y 
tres  semireacciones: 
Semirreacción (HD) donador de electrones es: 
2 2 3
1 2
a b c d
a c a d
C H O N H O CO NH H e
z z z z
 Ec.1 
Donde z=4a+b-2c-3d 
2. Semireaccción (HA ) aceptor de electrones: 






O H e H O
      Ec.2 
3. Reacción para la síntesis celular Cs (requerimientos de biomasa), cuando el amonio 
es la fuente de nitrógeno 
2 3 5 7 2 2
1 1 1 2
4 20 20 5
CO NH H e C H O N H O
  Ec. 3 
Una composición aproximada de la estructura celular es C5H7O2N (Cookson, 1995). 
La reacción global será la suma de las reaciones medias de oxidación, reducción y 
síntesis celular: HD+feHA+fsCs 
fe, fracción de la oxidación para energía. 
fs, fracción de energía asociada con la generación de biomasa, en donde fe +fs = 1, por 
lo tanto para C15H30 tenemos que a = 15, b = 300, c= 0 y d = 0. 
59 
Z = 4*15+30 = 90 
 
Reemplazando los valores anteriores en la ecuación 1, tenemos: 
 1                   30            15 





90                   90            90 
fe es igual a 0.64, sustituyendo en la ecuación 2 tenemos 
0,16 O2 + 0,64 H
+
 + 0,64 e
+ 
= 0,32 H2O 
fs es igual a 0.36 sustituyendo en la ecuación 3 tenemos 




 = 0,018 C5H702N + 0,144 H2O 
Sumando HD, fe HA , fsCs obtenemos la reacción global , se suma primero el lado izquierdo: 
1                   30             
— C15H30 +  — H20 + 0,16 O2 + 0,64 H
+
 + 0,64 e
–













 + 0,32 H2O + 0,018 C5H702N + 0,144 H20 
90                 
Multiplicando por 90 tenemos: 
C15H30 + 30H2O + 14,40 O2 + 90H
+
 + 90 e
–
 +8,1 CO2 + 1,62 NH3  





 + 90 e
–
 + 41,76 H2O + 1,62 C5H7O2N 
C15H30 + 14,40 O2 + 1,62 NH3                 6,9CO2 + 1,62 C5H7O2N + 11,76 H2O 
De acuerdo a lo anterior se necesitan por cada 100 g de diesel, 10,8g Nitrógeno y 1,8g de Fosforo. 
En una relación 100C:10,8N: 0,018P 
 
7.3 Aislamiento de bacterias 
 
A partir de las siembras realizadas durante la experimentación, lograron aislarse 7 cepas bacterianas 
capaces de utilizar el diesel como fuente de carbono y energía. Fotografía 6 (Anexos). 
 
7.3.1 Recuento de bacterias heterótrofas e hidrocarbonoclastas 
El recuento de las bacterias se hizo a partir de 7 siembras realizadas a lo largo del experimento, no 
se realizó el recuento en el control pues allí se observo principalmente crecimiento micótico, y el 
crecimiento bacteriano observado no era suficiente para hacer el recuento (≥ 30 ≤300 colonias). 
Fotografías 7, 8 y 9. (Anexos) 
En la Tabla 10 se reporta el recuento de bacterias heterótrofas durante el experimento en 
medio LB.  
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13/03/2010 1,2x 10-3 1,3x 10-3 
1,4x 10-3 1,1x 10-3 
1,3x 10-3 1,7x 10-3 
02/04/2010 2,3x 10-3 2,4x 10-3 
1,1x 10-3 4,6x 10-4 
1,9x 10-3 2,5x 10-3 
12/04/2010 3,4x 10-3 5,3x 10-4 
2,8x 10-3 4,3x 10-4 
1,4x 10-3 4,7x 10-4 
22/04/2010 4,1x 10-3 2,2x 10-4 
3,8x 10-3 3,1x 10-4 
1,7x 10-3 3,5x 10-5 
04/05/2010 1,2x 10-3 1,5x 10-4 
1,9x 10-3 1,6x 10-4 
2,0x 10-3 1,5x 10-4 
18/05/2010 1,7x 10-3 3,8x 10-4 
1,5x 10-3 4,9x 10-4 
1,9x 10-3 5,7x 10-4 
19/06/2010 3,3x 10-4 2,9x 10-3 
3,1x 10-4 3,1x 10-3 




En las gráficas 5 y 6 se muestra el comportamiento del crecimiento bacteriano para el 














Gráfica 6 Crecimiento bacteriano en el tratamiento de bioestimulación a lo largo del 
experimento 
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7.3.2 Caracterización bioquímica de las bacterias aisladas 
Los resultados de la identificación bioquímica se presentan en la Tabla 11 
Tabla 11. Resultados de Morfología, tinción de Gram, catalasa, oxidasa y coagulasa de 
los siete morfotipos aislados. 
Tratamiento a 





Coloración Gram Catalasa Oxidasa Coagulasa 
Bioestimulación 
B2 
B1 Bacilo Gram negativo positiva negativa N/A 
Bioestimulación 
B2 
B2 Bacilo Gram positivo positiva negativa N/A 
Bioestimulación 
B2 
B3 Coco Gram positivo positiva negativa positiva 
Atenuación B2 B4 Bacilo Gram positivo positiva negativa N/A 
Bioestimulación 
B1 
B5 Bacilo Gram positivo positiva negativa N/A 
Bioestimulación 
B3 
B6 Bacilo Gram negativo positiva positiva N/A 
Atenuación  B1 B7 Bacilo Gram positivo positiva negativa N/A 
 N/A: No Aplica 
B: bandeja de experimentación. 
 
7.3.3 Caracterización molecular y filogenética de las bacterias 
aislados 
Se obtuvo amplificación de una banda de ~1500 pb correspondientes al gen 16S del RNA 
ribosomal en los siete aislamientos obtenidos a partir de cultivo (Anexos, Fotografía 7). El 
análisis de secuencias mostró similitud del gen 16S con las clases Bacilli, Actinobacteria, 
Gammaproteobacteria y Flavobacteria. Tabla 12. 
Tabla 12. Identificación molecular y clasificación por clase de las cepas aisladas  
Clase 
Tratamiento a partir del cual se 
aisla Código Identificación  
Bacilli 
Bioestimulación B2 B2 Bacillus sp 
Bioestimulación B2 B3  Staphylococcus aureus 
Bioestimulación B1 B5 Bacillus cereus 
Actinobacteria 
Atenuación B2 B4 Arthrobacter sp 
Atenuación B1 B7 Sanguibacter soli 
Gammaproteobacteria Bioestimulación B2 B1 Enterobacter sp 
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Figura 1. Relación genética entre las secuencias inferida utilizando el método 
Neighbor-Joining.  
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El porcentaje de árboles replicados en los que las secuencias agrupan juntas en la prueba de 
bootstrap (1000 repeticiones) se muestra en cada rama. La distancia evolucionaria fue 
computada utilizando la opción Maximun Composite LIkelihood. El análisis se realizó con 
78 secuencias. Todas las posiciones que contenían gaps fueron eliminadas.  
 
 
7.3.4 Imágenes obtenidas por microscopia electrónica de 
barrido (MEB) de las bacterias aisladas  
Por  medio de un microscopio electrónico de barrido lograron captarse algunas imágenes de 
la morfología y agrupación de las cepas aisladas en el experimento. Fotografía 10a, 10b, 
10c, 10d y 10e (Anexos).  
7.4  Cuantificación de la concentración de Hidrocarburos 
Totales del Petróleo (HTPs) 
La concentración de los HTPs se determinó en tres momentos diferentes del experimento, 
el primero correspondió al muestreo realizado 5 días después del derrame de combustible, 
el segundo correspondió al muestreo realizado el día 46 y el tercero correspondió al 
muestreo realizado el día 107. 









Tabla 13. Degradación de HTPs en el tratamiento de atenuación natural. 



























































































































































































A1 Inicial 03/03/10 0 
0 0 
40,46 76,19 98,22 121,46 125,44 125,39 102,68 350,57 62,40 249,58 219,84 210,67 230,73 62,55 88,45 56,54 42,22 35,11 2298,50 
2249,80 
A2 Inicial 03/03/10 
0 0 0 
46,15 76,07 94,69 119,28 122,78 122,43 98,55 346,34 58,14 240,42 206,20 208,41 227,20 60,75 84,91 54,59 43,63 35,53 2246,07 
A3 Inicial 03/03/10 
0 0 0 
45,58 76,55 93,46 120,78 120,34 122,26 99,12 343,07 56,84 231,80 200,77 192,10 234,21 59,38 81,24 52,42 40,32 34,60 2204,84 
A1 Mitad 23/04/10 
0 0 0 
17,93 36,84 58,30 12,74 77,82 82,04 16,54 237,32 52,62 155,23 147,56 150,52 174,59 45,96 53,21 37,80 33,56 27,56 1418,14 
1421,03 
A2 Mitad 23/04/10 
0 0 0 
18,04 36,88 60,11 13,31 79,81 83,26 16,45 242,21 50,95 157,51 160,37 156,90 183,36 46,34 54,06 38,64 34,49 28,22 1460,91 
A3 Mitad 23/04/10 
0 0 0 
17,94 35,80 56,49 13,30 74,87 78,16 17,16 226,31 53,27 152,98 145,49 148,20 171,53 44,05 52,25 35,81 32,79 27,64 1384,04 
A1 Final 23/06/10 
0 0 0 
0,00 21,12 37,49 59,41 60,51 64,65 14,31 188,13 44,17 119,15 129,08 126,82 152,65 34,62 35,23 23,75 24,05 20,69 1155,83 
1278,14 
A2 Final 23/06/10 
0 0 0 
0,00 21,62 41,62 65,97 71,34 74,04 16,42 214,18 51,06 143,74 141,99 139,38 171,77 41,62 48,68 32,66 28,83 23,37 1328,29 
A3 Final 23/06/10 
0 0 0 









Tabla 14. Degradación de HTPs en el tratamiento de bioestimulación 































































































































































































B1 Inicial 03/03/10 0 
0 0 







B2 Inicial 03/03/10 0 
0 0 






B3 Inicial 03/03/10 45,60 
0 0 






B1 Mitad 23/04/10 
0 0 0 







B2 Mitad 23/04/10 
0 0 0 






B3 Mitad 23/04/10 
0 0 0 
23,77 40,36 60,96 13,07 75,12 77,86 17,03 225,93 51,02 149,00 145,13 148,36 180,13 43,22 50,11 34,80 32,49 26,38 1394,74 
B1 Final 23/06/10 
0 0 0 
0,00 19,29 33,63 52,21 52,61 58,34 63,89 169,92 41,04 103,93 115,67 117,12 144,16 31,53 27,63 19,70 22,03 19,32 1092,02 
992,14 
B2 Final 23/06/10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 21,19 37,46 41,37 46,87 52,33 138,16 36,67 78,82 97,32 99,13 118,88 24,69 12,93 10,69 17,94 17,18 851,63 
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Tabla 15. Degradación de HTPs en el tratamiento control 































































































































































































C1 Inicial 03/03/10 0,00 0,00 0,00 28,77 44,77 68,36 22,35 103,87 111,57 22,66 308,71 73,33 218,75 195,09 195,63 229,94 59,42 80,65 50,07 38,52 32,19 1884,65 
1838,50 C2 Inicial 03/03/10 0,00 0,00 0,00 0,00 24,96 45,95 76,06 76,09 86,18 16,71 249,90 52,87 157,78 160,58 152,32 179,82 44,95 53,69 33,35 27,34 23,05 1461,60 
C3 Inicial 03/03/10 0,00 0,00 0,00 0,00 29,50 70,93 22,34 120,32 129,84 124,88 370,08 74,70 241,00 221,74 223,53 242,82 64,84 92,09 59,22 45,82 35,60 2169,25 
C1 Mitad 23/04/10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 16,51 39,75 36,80 44,67 15,04 123,09 44,37 54,11 87,11 92,62 111,63 23,95 11,87 12,44 20,72 18,24 752,92 
752,25 C2 Mitad 23/04/10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 16,53 39,87 38,92 43,69 16,12 117,42 47,26 68,64 86,90 88,05 107,67 22,96 11,45 9,61 20,49 17,98 753,56 
C3 Mitad 23/04/10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 16,53 39,87 38,92 43,69 16,12 117,42 47,26 68,64 86,90 85,05 107,67 22,96 11,45 9,61 20,49 17,68 750,26 
C1 Final 23/06/10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 13,98 31,13 30,79 38,55 16,19 107,59 49,69 35,21 75,04 0,00 96,46 19,71 3,42 5,36 17,57 16,36 557,05 
530,41 C2 Final 23/06/10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 16,17 28,27 29,43 37,23 14,73 100,89 45,31 38,35 76,32 83,02 83,57 19,11 0.52 4,49 16,15 15,68 608,72 
C3 Final 23/06/10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14,98 23,00 20,52 25,93 60,64 69,88 42,79 17,69 59,42 0,00 63,58 13,13 0,00 0,00 13,91 0,00 425,47 
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7.5 Análisis de Datos 
El ANOVA arrojo que las medias de los tratamientos son diferentes para cada uno, lo cual 
rechaza la H0, y acepta la H1, confirmando que cada uno de los tratamientos presenta 
diferencias significativas en la degradación del hidrocarburo en el tiempo. Lo anterior se 
corrobora con el valor obtenido de la probabilidad, el cual debe ser mayo de 0.05. 
 
Tabla 16. Matriz para el análisis de la ANOVA 
 
Concentración 
HTP  A B  C 
Inicial 2249,80 1985,13 1838,50 
Medio 1421,03 1291,11 752,25 
Final 1278,14 992,14 530,41 
 
Tabla 17. Análisis de la ANOVA 
Análisis de varianza de un 
factor       
       
RESUMEN       
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza   
Columna 1 3 4948,97 1649,656667 275236,6423   
Columna 2 3 4268,383333 1422,794444 259512,2213   
Columna 3 3 3121,16 1040,386667 490041,1766   
       
       
ANÁLISIS DE 
VARIANZA       




libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad 
Valor crítico 
para F 
Entre grupos 568912,1093 2 284456,0546 0,832724881 0,479557653 5,14325285 
Dentro de los grupos 2049580,08 6 341596,6801    
       









La degradación de HTPs se muestra en las Gráficas 5 a 7. 
 
 
Gráfica 7. Porcentaje de degradación de HTPs de 21 compuestos leídos por el GC-MS 
durante el tiempo de experimentación. 
 
 
















Con  base en los resultados obtenidos en la caracterización inicial del suelo, se puede 
observar que el suelo extraído es de clase arcilloso, siendo muy compacto y fino en 
ausencia de humedad y muy plástico y pantanoso en presencia de esta. El suelo 
inicialmente mostró una variedad de marcas de color ocre que son comúnmente atribuidas 
al alto contenido de hierro (Zaharieva y Abadia, 2003). Después del derrame con el 
hidrocarburo la textura del suelo no fue afectada, pero el contenido de materia orgánica, 
hierro, magnesio y fósforo tuvo cambios significativos, al igual que la presencia de nitritos 
y nitratos, los cuales aumentaron el doble del valor inicial. 
 
El experimento se realizó ex situ, el montaje de los microcosmos se efectuó en bandejas de 
experimentación, las cuales permanecieron a temperatura ambiente. El suelo empleado para 
ambos tratamientos- atenuación natural y bioestimulación- así como el tratamiento control, 
se caracterizó al inicio del experimento para determinar algunos parámetros fisicoquímicos, 
realizar un recuento de la biomasa y determinar el nivel de nutrientes necesario para 
realizar el bioestimulo a las poblaciones bacterianas autóctonas. Esta caracterización 
evidenció que el suelo tenía una buena cantidad de nutrientes, aunque debió ser 
suplementada, siguiendo la fórmula estequiométrica propuesta por Cookson, 1995.  
 
El pH fue uno de los parámetros que mas variaciones registró a lo largo de la 
experimentación, éste es un factor abiótico muy importante para la biorrecuperación de 
suelos contaminados por hidrocarburos (Rodríguez, 2008), pues favorece el desarrollo de 
los microorganismos degradadores.  
 
El tratamiento control presentó variaciones en el pH debido a la adición de una solución de 
HCl al inicio de la experimentación, la cual hizo que los valores fluctuaran entre 3.6 – 4.4, 
generando algunas variaciones en los niveles de hierro, manganeso y aluminio, los cuales 
aumentaron su solubilidad con la acidez del suelo. Esta condición genera estados de 
toxicidad para las plantas y los microorganismos involucrados en la degradación del 
hidrocarburo (Matzner y Prenzel, 1992). El tratamiento de atenuación natural, al no recibir 
ningún estimulo externo, mantuvo el pH en valores iniciales de 5.6, con un valor máximo 
en la octava semana de 6.2 y finalmente retorno a un valor de 5.5, similar al obtenido al 
inicio del experimento. Por el contrario, el tratamiento de bioestimulación presentó 
variaciones en los valores de pH, con un valor inicial de 5.6 en la primera semana, seguido 
por un valor de 8.8 en la segunda semana, valores que se mantuvieron constantes hasta la 
semana 10, después se registró un descenso paulatino en los valores de pH, hasta alcanzar 
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un valor promedio de 7.8. El comportamiento del pH en el tratamiento de bioestimulación 
pudo deberse primero, a la adición de nutrientes, la cual estimuló el crecimiento de los 
microorganismos, aumentando la biomasa, esto pudo generar un incremento en los valores 
de pH. El descenso del pH después de la semana 10, puede deberse a que la cantidad de 
oxígeno en el medio había diminuido, e incluso pudieron presentarse condiciones anóxicas, 
aumentando la cantidad de CO2 en el medio. Así mismo la urea para bioestimular el 
tratamiento, al pasar de forma amoniacal a forma nítrica libera H
+ 
al medio, ambas 
condiciones pueden generar acidez en el suelo. 
 
El porcentaje de humedad se mantuvo alrededor del 25% en cada uno de los tratamientos, 
en ocasiones se observo exceso de agua en los microcosmos, esto generó que el suelo se 
tornara pantanoso, pues al ser arcilloso y al entrar en contacto con el agua se volvía 
plástico, esta condición pudo interferir en el transporte de oxígeno en el medio, proceso que 
es de gran importancia, según Maroto y Rogel (2002) la aireación en el medio favorece la 
degradación del hidrocarburo por volatilización, facilitando la migración de la fase volátil 
de los contaminantes, y por  biodegradación, ya que al incrementar la oxigenación del suelo 
se va a estimular la actividad bacteriana.  Esta condición pudo disminuir las tasas de 
degradación de HTPs, situación que puede evidenciarse en los reportes del potencial redox 
en las últimas semanas de experimentación, allí se observó que el tratamiento control 
reportaba mayores valores de potencial redox, lo cual indica que la degradación en los tres 
tratamientos se estaba llevando a cabo en presencia de oxígeno, pero al comparar el control, 
con los tratamientos de bioestimulación y atenuación natural, se puede pensar que es 
posible que los microorganismo allí presentes estuvieran recibiendo mayor energía por 
parte del aceptor de electrones, y por consiguiente las tasas de degradación eran mayores.  
 
El contenido de agua en el medio pudo solubilizar el hidrocarburo y con esto hacerlo más 
biodisponible para los microorganismos, situación que favorecería el proceso de 
biorremediación. (Torres y Zuluaga, 2009) 
 
La temperatura fue un parámetro que se controló a lo largo de la experimentación, pues se 
sabe que influye en la velocidad de degradación de los hidrocarburos, el valor obtenido se 
mantuvo alrededor de 22°C, las temperaturas más adecuadas para un óptimo proceso de 
biorremediación se encuentran entre 20 º C y 40 º C  (Rodríguez, 2008). 
 
Las degradación de HTPs en el tratamiento control pueden atribuirse a factores abióticos 
como: transformaciones químicas por la adición de HCl, para limitar la actividad de las 
bacterias en el suelo (Nano et al., 2003); y en menor medida a la volatilización de los 
compuestos analizados, pues se ha reportado que la fracción volátil del diesel (5 %) 
desaparece después de 50 días (Serrano et al., 2007). Pese a haber sido adicionado un 
antimicótico ambiental –ciclohexamida- se presentaron recuentos altos de hongos en las 
siembras realizadas periódicamente, según Boldu et al. (2002) algunos hongos como 
Capítulo 8 59 
 
 
Cladophialophora sp. tienen una buena capacidad para degradar compuestos como el 
benceno, tolueno, etilbenzeno y xileno. Esto sugiere que los hongos pueden estar 
implicados en el proceso de degradación de hidrocarburos, así mismo puede existir un 
cometabolismo con bacterias extremófilas, permitiendo obtener altas tasas de degradación 
de HTPs. Otra razón para el aumento en la degradación del hidrocarburo puede estar 
explicada por la sensibilidad de las comunidades de microorganismos al efecto combinado 
de condiciones de acidez y temperatura. Los microorganismos pueden tolerar factores 
ambientales extremos, por ejemplo altas temperaturas o bajos pH, pero no los dos al mismo 
tiempo. (Grau, 2002), en este sentido los microorganismos presentes en el tratamiento 
control pudieron tolerar la acidez del medio.  
 
Un factor que pudo haber incidido en el valor HTPs remanentes en el tratamiento control, 
puedo ser la concentración de materia orgánica, la cual se incrementó al inicio del 
experimento cuando se esterilizo el suelo, según Lesser, 1995, al aumentar la materia 
orgánica, aumentaran también los sitios de adsorción, disminuyendo la concentración en la 
fase acuosa y gaseosa del contaminante, así mismo su transporte y biodisponibilidad, 
afectando la migración, retención y transformación de compuestos orgánicos en el suelo. 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de respirometría se pudo observar que el 
tratamiento de Atenuación natural tuvo una actividad biológica más constante. El 
tratamiento de Bioestimulación mostró en los primeros 14 días de incubación el doble de 
actividad con un 14.7% de degradación, frente a un 7.9% obtenido por el tratamiento de 
Atenuación natural. Al cabo de 61 de días de experimentación, el tratamiento de 
Bioestimulación presentó un porcentaje de remoción de 98.2%, mientras Atenuación 
natural alcanzo a remover el 96.7% del diesel.  Este comportamiento se correlacionó con la 
extracción de Hidrocarburos Totales de Petróleo HTPs, realizada por cromatografía de 
gases acoplada a masas, en la cual se observó una aumento en la actividad de los 
microorganismos autóctonos en el tratamiento de bioestimulación, degradando los 
compuestos alifáticos, específicamente Pentadecano (PD) y Pentadecano 2, 6, 10, 14 
tetrametil, T (PE), los cuales presentaron valores menores de remanencia del hidrocarburo en 
comparación con el tratamiento de Atenuación natural. 
 
La extracción de Hidrocarburos Totales de Petróleo HTPs mostró que el tratamiento de 
bioestimulación fue más eficiente en la remoción del hidrocarburo, con un porcentaje de 
remoción de 50% comparado con el tratamiento de Atenuación Natural con un 43% 
después de cuatro meses de experimentación. Estos resultados se ven apoyados por un 
estudio realizado por Gómez et al (2009) donde obtuvieron una reducción en la 
concentración de HTPs de 52.8% para Atenuación natural y 60.6% para Bioestimulación. 
 
Los suelos contaminados presentan una población de microorganismos heterotróficos 
superior a  la reportada en la literatura de >1000 UFC/g suelo (Troy, 1994), lo cual indica 
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que  puede llevarse a cabo la degradación de hidrocarburos mediante el uso de la 
Biorremediación. 
Los géneros encontrados a partir de los dos tratamientos experimentales en el suelo, 
coinciden con algunos reportados por  Bossert y Bartha, (1984), ellos reportaron 31 géneros 
de bacterias y 22 de hongos degradando hidrocarburos en suelos, entre los géneros 
bacterianos más importantes, se encuentran: Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, 
Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia y Pseudomonas. Entre los hongos 
encontramos Aureobasidium, Candida, Rhodotorula, y Sporobolomyces, como los más 
comunes en medio acuático, y Trichoderma y Mortierella en suelos.  
 
Los microorganismos aislados en esta investigación fueron: Enterobacter sp, perteneciente 
a la familia Enterobacteriaceae, la cual se compone de especies patógenas y 
descomponedoras de materia orgánica, se aíslan principalmente de muestras clínicas pero 
también pueden aislarse en muestras de suelo y agua de refinerías; se ha encontrado que 
poseen alta actividad emulsificante y pueden crecer eficientemente en medios con petróleo 
(Arenas, 1999).  
Bacillus sp y Bacillus cereus, las especies de este género crecen bien en medios definidos 
utilizando una gran variedad de fuentes de carbono. Su hábitat natural es el suelo, el cual le 
proporciona las condiciones ideales de humedad y sus esporas pueden permanecer inactivas 
durante mucho tiempo, hasta que las condiciones sean favorables y puedan germinar de 
nuevo (Madigan et al., 1999). En estudios realizados en Long Beach, California, se aplicó 
biorremediación in situ en suelos contaminados con diesel, en los muestreos posteriores se 
encontraron consorcios bacterianos que contenían Bacillus cereus, Bacillus sphaericus, 
Bacillus fusiformis y Bacillus pumilis. En el 2003, Ijah y Antai informaron que Bacillus spp 
fue predominante en todos los aislamientos de las muestras contaminadas con alto 
contenido de crudo. Estos autores postularon que las especies de Bacillus eran más 
tolerantes a los altos niveles de hidrocarburos en el suelo debido a sus endosporas 
resistentes, por lo que lo propone como una genero eficaz para la limpieza de derrames de 
petróleo (Farinazleen et al.,2004).  
Staphylococcus spp, algunas de las especies son microbiota habitual de los humanos y otras 
son altamente patógenas y oportunistas, poseen metabolismo fermentativo y no presentan 
esporulación. Se han aislado en estudios con asfáltenos, los cuales son hidrocarburos del 
petróleo que contienen diferentes proporciones de nitrógeno, azufre y oxigeno. En uno de 
estos trabajos se encontraron cuatro cepas bacterianas identificadas como Corynebacterium 
sp., Bacillus pumilus, Brevibacillus brevis y Staphylococcus spp., y fue notable que su 
crecimiento se dio con asfáltenos como única fuente de carbono y energía (Flores et al., 
2002).  
Arthrobacter spp, algunas especies de este genero han sido reconocidas en procesos 
simbióticos con Pseudomonas spp., para la degradación del fluoreno, sin la acumulación de 
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9-fluorenona, metabolito de oxidación intermedia (Viñas, 2005), y en la remediación de 
fuentes contaminadas con compuestos aromáticos policíclicos (HAPs) (Pérez et al. 2007), 
Sanguibacter soli, esta especie se ha reportado poco en estudios de biorremediación, solo se 
han aislado a partir de suelos y sedimentos costeros en el Mar de China Oriental (Ying 
Huang et al. 2005). 
Flavobacterium spp, Cookson, 1995, informó que las bacterias de este género han sido 
frecuentemente reportadas en la literatura degradando hidrocarburos por fenómenos de 
cometabolismo, en asocio con especies del genero Pseudomonas spp, Vibrio spp y Serratia 
spp. La presencia de estas bacterias en suelos contaminados y en lodos permite considerar 
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8.1 Lineamientos para la planeación e implementación de 
un Plan de Manejo Ambiental de suelos contaminados 




Con el objetivo de formular un protocolo base que oriente los lineamientos de los aspectos 
biotecnológicos en la planeación e implementación de un plan de manejo ambiental 
estratégico de suelos contaminados con diesel, que incorporara con base en los sistemas 
probados, aquella tecnología valorada con mayor eficiencia en la degradación del 
hidrocarburo, a continuación se describe una propuesta de Protocolo que recoge los 
principales elementos y directrices y sirve como modelo para el desarrollo de futuros planes 
relacionados. 
 
Los Planes de Manejo en términos generales deben ajustarse al a) marco regulatorio del 
País y b) a las exigencias internacionales, y para el caso particular del manejo de suelos 
contaminados con diesel y otros hidrocarburos, c) deben buscar el equilibrio dinámico entre 
el desarrollo de actividades industriales y la conservación de los recursos naturales con el 
propósito de jalonar el bienestar humano y el desarrollo social.  
En este sentido, los planes de manejo que se estructuren a partir del presente Protocolo 
deberán considerar estas tres situaciones. Este protocolo sin embargo, se ha desarrollado 
con la finalidad de orientar a las empresas industriales públicas y privadas e instituciones 
gubernamentales, en la elaboración de planes de manejo que se adecúen con las 
condiciones técnicas del montaje de un sistema de bioestimulación. Los lineamientos son 
generales y no todos los diseños y procedimientos delineados serán aplicados a todos los 
proyectos o en todas las circunstancias. El Protocolo además señala algunos referentes a 
partir de los cuales puede obtenerse información clave para desarrollar planes de manejo de 
suelos contaminados con diesel que incorporen la Bioestimulación. 
 
El Protocolo es tanto un proceso como un producto. Como proceso, es la actividad por la 
cual se planifica y estructura el montaje del sistema de bioestimulación para la recuperación 
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de un suelo contaminado con diesel. El proceso es dinámico, pues continúa con el 
desarrollo de aspectos específicos importantes del Sistema, como los aspectos técnicos de 
su montaje, lo que involucra las fases de ubicación, diseño, prácticas de operación, 
monitoreo, políticas de administración, entre otros. Como producto, el Protocolo es el 
documento que contiene la información de soporte necesaria para orientar y viabilizar los 
planes de manejo relacionados. 
 
Con base en la información registrada por la Organización de Asistencia Recíproca 
Petrolera Estatal Latinoamericana - ARPEL -, y teniendo en cuenta que una de las premisas 
relacionadas con el desarrollo de un plan de manejo consiste en alcanzar decisiones válidas 
sin gastos innecesarios de tiempo, esfuerzo y recursos financieros: la definición del alcance 
del sistema de biorremediación y su articulación a un plan de manejo efectivo es un medio 
potencial para eliminar los asuntos no importantes y la focalización en asuntos reales o 
significativos.  
 
Como perspectivas importantes se incluye las agendas de las instituciones de gobierno 
(Autoridades Ambientales), el sector industrial, los residentes locales, líderes comunales, 
propietarios de tierra, docentes e investigadores universitarios, grupos ambientales o de 
interés especial - ONG -. 
 
Independientemente del sistema de biorremediación implementado, comúnmente surgen 
una serie de asuntos que deben ser abordados cuando resulte relevante. La siguiente lista es 
una adaptación del Banco Mundial (1999):  
 Materiales peligrosos o tóxicos, incluyendo el uso, almacenamiento y la disposición 
o eliminación.  
 La diversidad biológica y la preservación de especies vegetales y animales en 
peligro, hábitats críticos y áreas protegidas y otras estratégicas. 
 Hábitats naturales, incluyendo la protección y restauración.  
 La propiedad cultural y preservación de sitios arqueológicos, monumentos 
históricos y asientos históricos. 
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 Poblaciones indígenas, incluyendo los derechos tradicionales sobre el uso y la 
ocupación del territorio.  
 El desarrollo inducido y otros aspectos socio-culturales o las actividades de 
desarrollo secundario, incluyendo los efectos indirectos sobre el ambiente. 
 La contaminación industrial y la consideración de un enfoque integrado de control 
de degradación que visualice a la prevención como medida generalmente preferible 
sobre la confiabilidad en los controles de polución existentes, con énfasis en una 
producción más limpia y en buenas prácticas de manejo y operación. 
 Tratados y acuerdos internacionales sobre el ambiente, los recursos naturales y la  
propiedad cultural.  
 
Esta relación ilustra la amplia gama de factores que pueden participar en la determinación 
del valor del ambiente para los diversos segmentos de la sociedad. El éxito en el 
tratamiento de estos temas dependerá de la comunicación que se establezca con los diversos 
grupos y personas que tengan gran interés en el área del suelo contaminado. Se debe 
conceder respeto mutuo a cada punto de vista. Los debates deben tener lugar en la etapa 
inicial del proceso de planeación.  
 
El uso efectivo de la selección de aspectos significativos en el plan de manejo puede dar 
como resultado un uso más eficiente del tiempo y de los recursos. Asimismo, se pueden 
eliminar o reducir las situaciones potencialmente adversas. El resultado neto es que la 
eficiencia y credibilidad del proceso del sistema de biorremediación puede ser mejorado 
considerablemente. Se puede demostrar que no sólo es una manera práctica de proteger los 
ambientes naturales y culturales sino que, al mismo tiempo, es un mecanismo eficaz que 
facilita la realización sin problemas de proyectos de desarrollo que están ambientalmente 
bien diseñados. 
 
Los planes de manejo generados podrán constituir medidas de mitigación en Estudios de 
Impacto Ambiental que lo requieran. 
 
 





La Constitución Política de Colombia de 1991 elevó a norma constitucional la 
consideración, manejo y conservación de los recursos naturales y el medio ambiente, a 
través de los siguientes principios fundamentales: 
 Derecho a un ambiente sano: 
En su Artículo 79, la Constitución Nacional consagra que: ¨ Todas las personas tienen 
derecho a gozar de un ambiente sano. La Ley garantizará la participación de la comunidad 
en las decisiones que puedan afectarlo. Es deber del Estado proteger la diversidad e 
integridad del ambiente, conservar las áreas de especial importancia ecológica y fomentar 
la educación para el logro de estos fines ¨. 
 
 El medio ambiente como patrimonio común: 
 La Constitución Nacional incorpora este principio al imponer al Estado y a las personas la 
obligación de proteger las riquezas culturales y naturales (Art. 8), así como el deber de las 
personas y del ciudadano de proteger los recursos naturales y de velar por la conservación 
del ambiente (Art. 95). En desarrollo de este principio, en el Art. 58 consagra que: ¨ la 
propiedad es una función social que implica obligaciones y, como tal, le es inherente una 
función ecológica ¨; continúa su desarrollo al determinar en el Art. 63 que: ¨ Los bienes de 
uso público, los parques naturales, las tierras comunales de grupos étnicos, las tierras de 
resguardo, el patrimonio arqueológico de la Nación y los demás bienes que determine la 
Ley, son inalienables, imprescriptibles e inembargables ¨. 
 
 Desarrollo Sostenible: 
Definido como el desarrollo que conduce al crecimiento económico, a la elevación de la 
calidad de vida y al bienestar social, sin agotar la base de los recursos naturales renovables 
en que se sustenta, ni deteriorar el medio ambiente o el derecho de las generaciones futuras 
a utilizarlo para la satisfacción de sus propias necesidades, la Constitución Nacional en 
desarrollo de este principio, consagró en su Art. 80 que: ¨ El Estado planificará el manejo y 
aprovechamiento de los recursos naturales para garantizar su desarrollo sostenible, su 
conservación o sustitución. Además, deberá prevenir y controlar los factores de deterioro 
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ambiental, imponer las sanciones legales y exigir la reparación de los daños causados. Así 
mismo, cooperará con otras naciones en la protección de los ecosistemas situados en zonas 
fronterizas ¨. Lo anterior implica asegurar que la satisfacción de las necesidades actuales se 
realice de una manera tal que no comprometa la capacidad y el derecho de las futuras 
generaciones para satisfacer las propias. 
 
El Decreto ley 2811 de 1.974. Código nacional de los recursos naturales renovables y no 
renovables y de protección al medio ambiente. Allí se contempla al ambiente como 
patrimonio común, en este contexto el estado y los particulares deben participar en su 
preservación y manejo. Así mismo, se regula el manejo de los recursos naturales renovables 
y no renovables, la defensa del ambiente y sus elementos. 
 
El Decreto 321 de 1999, Por el cual se adopta el plan nacional de contingencias contra 
derrames de hidrocarburos, derivados y sustancias nocivas. cuyo objetivo es servir de 
instrumento rector en el diseño y realización de actividades dirigidas a prevenir, mitigar y 
corregir los daños que éstos puedan ocasionar, y dotar al Sistema Nacional para la 
Prevención y Atención de Desastres de una herramienta estratégica, operativa e informática 
que permita coordinar la prevención, el control y el combate por parte de los sectores 
público y privado nacional, de los efectos nocivos provenientes de derrames de 
hidrocarburos, derivados y sustancias nocivas en el territorio nacional, buscando que estas 
emergencias se atiendan bajo criterios unificados y coordinados. 
 
La normatividad internacional que ha sido ratificada por la legislación colombiana regula 
los derrames de hidrocarburos en matrices ambientales, el acceso a recursos financieros 
para tales fines y la responsabilidad ambiental frente a los daños ocasionados al ecosistema.  
Una descripción detallada de estas normas se presenta en la Unidad de Planeación Minero 









Impactos a prevenir, controlar y mitigar mediante el Plan de Manejo 
 
 Contaminación de cuerpos de agua, redes de acueducto y alcantarillado y de suelos, 
principalmente por aguas aceitosas, con hidrocarburos o con sustancias peligrosas, 
por escorrentías, infiltración o vertimiento directo. 
 Deterioro de la calidad del aire y contaminación por emisión de gases y vapores. 
 Generación de olores provenientes del mal manejo de hidrocarburos y sus gases. 
 Riesgos de ocurrencia de accidentes de trabajo y enfermedades profesionales por 
actividades relacionadas con los combustibles. 
 Riesgos de alteración a la salud humana, la flora y la fauna. 
 
Elementos constitutivos del Plan de Manejo de suelos contaminados con 
hidrocarburos que incorpore la Atenuación Natural Estimulada 
 
Un Plan de Manejo a través de la Biorremediación de un suelo contaminado por 
hidrocarburos puede conceptualizarse como: ―El conjunto de acciones relacionadas con el 
uso de microorganismos autóctonos del medio para degradar sustancias peligrosas en 
sustancias de carácter menos tóxico o inocuas para el ambiente y la salud humana, con el 
fin de evitar efectos adversos al ambiente por efecto de la exposición a los hidrocarburos, 
corregir condiciones adversas en lo ambiental, recuperar un área del mismo para llevarla a 
su estado natural o a condiciones apropiadas para un nuevo uso‖. Asimismo, un Plan de 
Manejo debe considerar de manera particular los siguientes criterios:  
 
a. Uso que se le dará posteriormente al área. 
b. Condiciones geográficas actuales. 
c. Condiciones originales del ecosistema, y  
d. Aplicación de criterios de protección y conservación.  
 
Dentro de las acciones y medidas, en la propuesta que a continuación se detalla se 
consideran las actividades de control de la contaminación, restauración, descontaminación 
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y revegetalización de las áreas intervenidas. El control de la contaminación se refiere a las 
acciones necesarias para lograr con éxito el cese de las causas contaminantes. La 
restauración, descontaminación y revegetalización se refieren a las actividades necesarias 
para recuperar ecosistemas intervenidos en el área de influencia directa. Estas actividades 
buscan devolver dichas áreas a una condición lo más parecida posible a su condición 
original.  
 
El Plan de Manejo deberá constituirse por elementos generales y transversales a su 
desarrollo (I) y elementos particulares y técnicos (II). 
 
I. Elementos generales y transversales 
 Acciones de prevención de la contaminación del suelo por exposición al 
Hidrocarburo. 
 
II. Elementos particulares y técnicos 
 Protocolo de Monitoreo de calidad ambiental del suelo, que incluya su 
caracterización y el desarrollo de procedimientos descritos en la Metodología. 
 Protocolo de dosificación de nutrientes. 
 Protocolo de seguimiento y control en la concentración del Hidrocarburo y la 
identificación molecular de bacterias de interes. 
 
Procedimiento en la elaboración del Plan de Manejo de suelos contaminados que 
incorpore la estrategia de bioestimulación. 
 
En la elaboración de los planes de manejo referidos, es necesario considerar sus objetivos, 
requerimientos de información, instrumentos de operacionalización y componentes 










Los objetivos del Plan de Manejo son: 
 Describir las características pertinentes del suelo contaminado, del sistema de 
biorremediación propuesto y los riesgos ambientales. 
 Identificar las medidas de optimización del sistema de biorremediación. 
 Describir la naturaleza y gravedad de las posibles interacciones entre el sistema de 
biorremediación propuesto y los elementos ambientales - naturales y humanos - 
existentes en el área de influencia del suelo contaminado. 
 Prevenir los impactos que puedan resultar luego de la aplicación de las medidas de 
atenuación natural estimulada. 
 Especificar todos los compromisos del Sistema de Biorremediación con respecto a la 
conservación ambiental y a la compensación. 
 Describir los aspectos socioeconómicos, culturales, físico – naturales y biológicos en el 
área de influencia del suelo contaminado. 
 Cumplir con las normas y protocolos ambientales. 
 
b. Requerimientos de información  
 
No existe un común denominador en los ejes temáticos de los planes de manejo de suelos 
contaminados con diesel, debido a la amplia diversidad de los factores relacionados, que 
incluyen las características ecológicas y de ordenamiento, aprovechamiento y uso del suelo; 
las características del hidrocarburo - fuente, estructura, susceptibilidad a la degradación, 
cantidad expuesta, nivel de toxicidad, entre otras; y la viabilidad efectiva del montaje de 
sistemas de biorremediación - consecuencias ambientales, capacidades metabólicas de los 
microorganismos empleados, entre otros -. Debido a esto en la etapa de diseño de cada plan 










c. Instrumentos propuestos del Plan de Manejo 
 
Con el fin de promover el desarrollo de planes de manejo basados en información científica 
y orientados a recuperar y estabilizar los suelos contaminados con diesel a niveles capaces 
de proveer amplios beneficios sociales, culturales, económicos y ambientales para la 
sociedad, se propone articular en acciones concretas las recomendaciones que se generan en 
la presente investigación a partir de los resultados de los tratamientos experimentales, que 
si bien no se centran en todos los aspectos de las complejas interacciones ecológicas del 
suelo, consideran aquellos que pueden interferir en la degradación del hidrocarburo y 
recuperación del suelo a partir de un sistema de bioestimulación. Así, a continuación se 
describen los instrumentos que servirán como elemento de apoyo a la implementación del 
protocolo propuesto para Planes de Manejo, posibilitarán la instrumentación de las 
estrategias que se propongan al inicio del proceso, así como la creación de nuevas 
estrategias durante el mismo, y la articulación entre ambas,  con el fin de facilitar un 






El manejo de suelos contaminados con diesel debe ser incluido a nivel local para que 
participen las personas directamente afectadas por el mismo, así como aquellas que tienen 
influencia sobre actividades a nivel regional o mundial. En este orden de ideas, la 
participación comunitaria se convierte en un instrumento clave que viabiliza la continuidad 
de cualquier plan de manejo. 
 
Es clave involucrar a la comunidad en el plan de manejo que se diseñará, desde su etapa de 
formulación, con el fin de dotar el mismo de pertinencia, de reconocer el saber tradicional 
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relacionado con el manejo del suelo como recurso natural, y de estimular el trabajo 
comunitario mediante la capacitación y la orientación con directrices científicas prácticas. 
 
Cuatro elementos transversales del Plan, son: 
 
 Investigación y Monitoreo. 
 
 Manejo del suelo contaminado. 
 
 Desarrollo de la capacidad para la conservación, investigación y manejo. 
 
 Concientización, información y educación de la sociedad. 
 
d. Componentes del Procedimiento 
 
Los componentes que de manera general pueden orientar de manera organizada y 
sistemática la planeación de la recuperación del suelo contaminado son los siguientes: 
 
I. Diagnóstico de la situación actual: 
 Estudio de precedentes de contaminación en el sitio. 
 Estudio de precedentes de las acciones de manejo implementadas y los resultados 
obtenidos en el sitio. 
 Investigación y caracterización física y biológica del suelo contaminado, con base 
en los procedimientos descritos en la metodología: 
El primer paso para preparar el diseño de biotratamiento en el suelo es la realización de una 
completa investigación del medio, que incluye principalmente el estudio exhaustivo de la 
caracterización del emplazamiento y del tipo y concentración de la contaminación 
existente. La caracterización del emplazamiento se llevará a cabo mediante el estudio del 
mismo detallando la volumetría del suelo a tratar, las condiciones geológicas e 
hidrogeológicas, analizando las características del suelo y sus propiedades (pH, 
granulometría, humedad, porosidad, etc), La caracterización del contaminante se centrará 
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en la investigación del tipo y concentración del mismo, así como la biodisponibilidad de los 
compuestos en el suelo (aceptores de electrones, metales pesados, nutrientes, etc). 
 
II. Análisis y elección del sistema de biorremediación óptimo a partir de criterios de 
inclusión previamente definidos, que pueden valorarse a la luz de análisis 
matriciales y que posibilitan verificar la eficiencia del Sistema. Aunque la 
selección de criterios de inclusión dependerá de las condiciones, recursos, 
alcances e intereses relacionados con la recuperación del suelo contaminado, 
para que los procesos metabólicos involucrados en la Atenuación Natural 
Estimulada se desarrollen eficientemente y ejerzan un efecto remediativo es 
necesario que existan en el medio determinadas condiciones fisico-químicas y 
biológicas, que deben evaluarse mediante el monitoreo continuo de parámetros 
indicadores, cuyos valores deben encontrarse dentro de un intervalo óptimo para 
que la aplicación de dicha técnica sea factible y efectiva. En la Tabla 18 se 
describen los factores ambientales, sus criterios de inclusión y niveles óptimos 
para la implementación de un sistema de bioestimulación, con base en los 
resultados obtenidos en los tratamientos experimentales y en lo descrito en la 
bibliografía. 
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Tabla 18. Influencia de factores ambientales en la eficiencia de un sistema de 
bioestimulación  






EFICIENCIA EN EL SISTEMA DE 
BIOESTIMULACIÓN  
DESCRIPCIÓN DE LA INFLUENCIA 
Características fisicoquímicas del Suelo 
pH 6- 8 Afecta significativamente la actividad 
microbiana. El crecimiento de la mayor parte de 
los microorganismos es máximo dentro de un 
intervalo de pH situado entre 6 y 8. Así mismo 
el pH también afecta directamente la 
solubilidad del fósforo y el transporte de 
metales pesados en el suelo. La variación del 
pH también afecta la solubilización, adsorción y 
absorción de los contaminantes y de los iones. 
Las formas catiónicas (NH4+, Mg2+, Ca2+) son 
más solubles a pH ácido mientras que las 
formas aniónicas (NO3 -, NO2 -, PO4 3- , Cl-) son 
más solubles a pH alcalino.(Maroto y Rogel, 
2007) 
Nivel de nutrientes El cálculo de la 
dosificación de 
nutrientes podrá 
realizarse con la fórmula 
propuesta por Cookson, 
2005, previa  
caracterización 
fisicoquímica del suelo. 
El metabolismo microbiano está orientado a la 
reproducción de los organismos y éstos 
requieren que los constituyentes químicos se 
encuentren disponibles para su asimilación y 
síntesis. El nivel de nutrientes es uno de los 
factores más relevantes en el proceso de 
biodegradación Estos deben ser controlados 
para mejorar la eficiencia y el buen desarrollo 
de la biorremediación. .(Maroto y Rogel, 2007) 
Los macronutrientes de mayor importancia 
metabólica son:  
 Carbono (C), en este caso el 
hidrocarburo, proporcionan la energía 
necesaria para la fabricación de 
compuestos celulares y productos 
metabólicos (dióxido de carbono, agua, 
enzimas) 
 Nitrógeno (N) elemento necesario para 
la producción de aminoácidos, 
proteínas, enzimas, ácidos nucleicos y 
otros constituyentes celulares. 
 Fósforo (P) interviene en la formación 
de compuestos energéticos dentro de las 
células y es requerido para la síntesis de 
ácidos nucleicos y fosfolípidos en los 
procesos de reproducción y 
degradación 
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La fuente de micronutrientes, oligoelementos o 
elementos minoritarios constituye un conjunto 
variado de elementos entre los que se encuentra 
el hierro (Fe), cobre (Cu), zinc (Zn), azufre (S), 
cobalto (Co), manganeso (Mn), magnesio (Mg) 
y calcio (Ca), normalmente no se incorporan en 
el proceso puesto que el suelo provee estos 
elementos en cantidades suficientes. 
Temperatura 15 °C – 40 °C Generalmente las especies bacterianas crecen a 
intervalos de temperatura bastante reducidos, 
entre 15 y 40 ºC (condiciones mesófilas), la 
velocidad de degradación aumenta con la 
temperatura, cuando se superan los 40 °C se 
produce una reducción de la actividad 
microbiana debido a desnaturalización de 
enzimas y proteínas bacterianas. Cuando la 
temperatura desciende a 0 °C  se detiene la 
degradación, en este caso deben usarse 
microorganismos psicrófilos. (Merino, L, 2006) 
Porcentaje de 
Humedad 
25 - 75 % de la 
capacidad de campo, 
esta se define como la 
masa de agua que 
admite el suelo hasta la 
saturación. 
 
Los microorganismos requieren unas 
condiciones mínimas de humedad para su 
crecimiento. El agua forma parte del 
protoplasma bacteriano y sirve como medio de 
transporte a través del cual los compuestos 
orgánicos y nutrientes son movilizados hasta el 
interior de las células. Un exceso de humedad 
inhibirá el crecimiento bacteriano al reducir la 
concentración de oxígeno en el suelo. El rango 




Cuando el Oxígeno es 
utilizado como aceptor 
de electrones el proceso 
es más eficiente 
La respiración microbiana es un proceso de 
oxidación de materiales reducidos, donde las 
enzimas microbianas catalizan la transferencia 
de electrones, produciendo la energía necesaria 
para el crecimiento microbiano. En este proceso 
la cadena respiratoria, produce una serie de 
reacciones de oxido-reducción para obtener 
energía. La cadena inicia con un sustrato 
orgánico (hidrocarburo) el cual actúa como 
dador de electrones, la actividad metabólica de 
la célula acaba degradando y consumiendo 
dicha sustancia. 
Cuando el oxígeno es utilizado como aceptor de 
electrones la respiración microbiana se produce 
en condiciones aerobias. Los microorganismos 
convierten los contaminantes en CO2, H2O y 
C5H7O2N, y el proceso es más eficiente. 
(Mandigan et al., 1999) 
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Tipo de suelo . El tipo de suelo determinara su permeabilidad, 
suelos de tipo arcilloso poseen menor 
permeabilidad y por ende mayor dificultad para 
transportar el oxígeno. 
Suelos de tipo arenas y gravas- favorecen el 
transporte del oxígeno y su captación por los 
microorganismos autóctonos, facilitando el 
proceso de biodegradación. (Ríos y Vélez, 
2008) 
Características del Contaminante 






 La inherente biodegradabilidad de un 
hidrocarburo depende, en gran medida, de su 
estructura molecular. Siendo los parámetros que 
más van a afectar la halogenación, la existencia 
de ramificaciones, la baja solubilidad en el agua 




 La biodegradación puede limitarse por la 
estructura química del contaminante, ya que al 
incrementar la cantidad de enlaces y grupos 
funcionales o al polimerizarse, resulta más 
difícil la incorporación al metabolismo 
bacteriano, especialmente cuando se presentan 
grupos halógenos y metales pesados, 
catalogados como tóxicos para los 
microorganismos. .(Maroto y Rogel, 2007) 
Concentración Concentración del 
contaminante de hasta el 
30%,  
Cuando la concentración de contaminante es 
alta puede ocurrir inhibición de la actividad 
microbiana por toxicidad de la fuente de 
carbono. .(Maroto y Rogel, 2007) 
 
Biodisponibilidad  La biodegradación de las diferentes moléculas 
esta condicionada por la disponibilidad como 
sustrato para la célula microbiana. Se refiere al 
contacto entre el contaminante y el sistema 
biológico para inducir cualquier efecto. 
.(Maroto y Rogel, 2007) 
La biodisponibilidad puede ser: 
 Limitada: cuando existe alguna barrera 
física o química que impide que el 
contaminante puede ser metabolizado. 
 Positiva: cuando el contaminante 
penetra al interior de la célula 
microbiana para ser metabolizada. 
Características de las poblaciones bacterianas degradadoras 
Biomasa 103 - 104 UFC/g Recuentos altos de bacterias tienen una relación 
directa con la tasa de degradación de 
hidrocarburos en el sitio contaminado. Se ha 
logrado estimar que la cantidad aproximada de 
microorganismos para efectuar en buenas 
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condiciones un proceso de biodegradación es 
del orden de 103 a 104 UFC/g suelo, capaces de 
metabolizar y mineralizar el contaminante a 
CO2 y H2O. 
El mayor rendimiento metabólico se obtiene en 
la fase exponencial del crecimiento microbiano, 
esta fase debe tomarse como un indicador del 
proceso de biorremediación. (Belloso y 
Carrario, 2000) 
Diversidad Algunos de las bacterias 
involucradas en 
procesos de 















En los consorcios se establecen interacciones 
complejas entre las especies microbianas. Allí 
los consumidores primarios inician el proceso 
de degradación y los consumidores 
secundarios utilizan los productos 
metabólicos de los primeros para degradarlos 
(Ghazali et al., 2004). Además pueden 
facilitar el crecimiento de los primarios, 
suministrándoles productos metabólicos 
(como factores de crecimiento), eliminando 
tóxicos mediante cometabolismo y 
produciendo intercambio de material genético 
Los consorcios microbianos al estar compuestos 
por diferentes géneros bacterianos, tienen la 
capacidad enzimática y metabólica de degradar 
varios compuestos orgánicos contaminantes del 
ecosistema (Mohamad F, et al., 2004) , por 
tanto es más probable la degradación de 
mezclas complejas en un sitio contaminado. 
Condiciones Sociales 
 Controlar los riesgos ambientales asociados a la presencia del hidrocarburo. 
 Identificar y medir el impacto que la contaminación generada por la presencia del 
hidrocarburo puede generar en las comunidades humanas expuestas a él, esto permitirá 
diseñar e implementar medidas de manejo tendientes a la recuperación o restablecimiento 
del ecosistema. 
 Evaluar las actividades económicas que se desarrollan en el sitio de aplicación del sistema 
de bioestimulación por parte de la comunidad y verificar si éstas están generando riesgos 
que favorezcan el incremento de la contaminación. 
 
 
III. Descripción de las interacciones del sistema de biorremediación con el ambiente: 
impactos  potencialmente adversos sobre el ambiente - por ejemplo cambios en 
el ecosistema, modificaciones en el uso del suelo - y efectos ambientales sobre 
el mismo sistema - por ejemplo disminución de la eficiencia proyectada -. La 
descripción de estas interacciones contribuye a garantizar que se utilice 
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correctamente un sistema de bioestimulación bajo consideraciones de diseño y 
medidas de mitigación. Asimismo, los procedimientos correctos de operación 
pueden relacionarse con la reducción de los efectos ambientales negativos.  
 
IV. Diseño y Montaje del Sistema, con base en los procedimientos descritos en la 
Metodología, y que incluye la proyección de la eficacia del Sistema. 
 
Para el diseño de un sistema de biorrecuperación es necesario establecer unas etapas de 
trabajo, en las cuales se determinan y evalúan los parámetros fundamentales necesarios 
para su eficacia. 
Las etapas a seguir en el diseño general de un sistema de bioestimulación son: 
1. Evaluación de la viabilidad de la técnica. Se estudiarán los parámetros de 
evaluación que definen el sistema elegido, así como se evaluará las condiciones de 
biotratabilidad, los niveles de recuperación establecidos de acuerdo al uso del suelo 
y los costes de tratamiento necesarios. 
2. Evaluación del diseño. Se estudiarán los factores que afectan la eficacia de la 
técnica y las posibles mejores o acondicionamientos a aplicar. 
3. Evaluación del control y seguimiento. 
 
V. Seguimiento, Control y Evaluación de la eficacia del Sistema, a través del control de 
las condiciones de biodegradación, lo que incluye: 
1. Dosificación de los nutrientes (C, P y N). 
2. Evaluación de la respuesta microbiana a la estimulación nutricional mediante el 
recuento periódico de las poblaciones microbianas autóctonas. 
3. Cuantificación periódica de TPH´s.  
4. Registro de la variación de concentración de CO2 producido. 
5. Control de otros parámetros que afectan directamente en el funcionamiento del 
Sistema. 
6. Evaluación ex post mediante indicadores del sistema en función de la recuperación 
del suelo.  
 






Formulación de Lineamientos para la construcción del Plan de Manejo de suelos 
contaminados con diesel que incorpore la Atenuación Natural Estimulada 
 
Con el fin de facilitar la recuperación de suelos contaminados con diesel, a partir de los 
resultados de los tratamientos experimentales, a continuación se describe un protocolo base 
con sus respectivas acciones para el manejo del suelo a través de un sistema de 
bioestimulación. 
 
La bioestimulación puede utilizarse en el momento durante el cual la fuente de 
contaminación es activa o una vez ésta ha finalizado y sus efectos de deterioro sobre el 
suelo se mantienen, de modo que posibilitará la disminución de la concentración de diesel y 
por extensión la recuperación del suelo expuesto. En la Tabla 19 se presentan las 
principales ventajas en el uso de la bioestimulación como estrategia de biorremediación de 
suelos contaminados con diesel. 
 
Capítulo 8 79 
 
 
Tabla 19. Ventajas del uso de la bioestimulación en la recuperación de suelos 
contaminados con hidrocarburos 
Principales ventajas del uso de la Bioestimulación como estrategia de biorremediación. 
Atenuación Natural Bioestimulación 
 No generan alteraciones significativas en la microbiota autóctona del suelo, ni modifican 
las características fisicoquímicas del suelo. 
 Presentan ventajas con respecto a los métodos físicos y químicos. 
 Son tecnologías de bajo costo, fáciles y sencillas de implementar; además son efectivas y 
ambientalmente seguras. 
 Destruyen o transforman los contaminantes. 
 
No requiere intervención en el montaje, sólo 
se requiere participación en el seguimiento y 
control del proceso. 
Esta estrategia se aplica cuando existe población 
endógena en la zona contaminada con capacidad 
degradativa, induce la activación del metabolismo 
de las demás poblaciones microbianas presentes. 
 
Las reacciones químicas, física y 
microbiólogicas que ocurren en el sitio del 
derrame, suceden en forma más lenta. Con lo 
cual se obtienen recuentos menores de 
microorganismo  
Se obtienen mayores recuentos de 
microorganismos degradadores en un tiempo 
menor debido a la estimulación con nutrientes. 
Por ser un método de remediación pasiva, 
depende de los procesos naturales para 
degradar y disminuir los contaminantes en el 
suelo.  
 
Los tiempos de recuperación o restablecimiento 
del ecosistema impactado, son menores debido a la 
estimulación que se hace a las poblaciones de 
microorganismos degradadores. 
 
La velocidad de acumulación de la 
contaminación, excede su capacidad para 
depurar los contaminantes en el medio. 
 
Se puede emplear en suelos con  bajos niveles de 
nutrientes, posterior a la caracterización 
fisicoquímica puede adicionarse la cantidad de 
nutrientes necesaria para estimular el proceso. 
 
Los resultados dependen de la presencia o 
ausencia de microorganismos degradadores 
adecuados, oxígeno disuelto, nivel de 
nutrientes y de la biodisponibilidad de los 
contaminantes. 
La actividad natural de los microorganismos es 
estimulada por la circulación de soluciones a 
través del suelo contaminado con nutrientes y 
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Siguiendo todos los procedimientos establecidos en la Metodología, reproduzca las 
condiciones para el montaje de un microcosmos en que se desarrolle un sistema de 
bioestimulación y compruebe a escala de laboratorio la efectividad del sistema. El montaje 
del sistema de bioestimulación podrá realizarse de acuerdo al siguiente procedimiento: 
 
1. Seleccionar el suelo a tratar. 
2. Realizar una caracterización fisicoquímica del suelo para determinar el tipo de 
contaminante a tratar. 
3. A partir de la caracterización inicial, realizar el cálculo de la dosificación de 
nutrientes, para estimular el crecimiento y desarrollo de las poblaciones 
bacterianas autóctonas. 
4. Estimar las UFC/g suelo presentes en el microcosmos. 
5. Medir periódicamente algunos variables de control del sistema como:  
 
 pH: el rango óptimo para la biodegradación está entre 6-8 valores (Alexander, 
1994). Sin embargo, para mantener una mejor capacidad degradante, por periodos 
de tiempo prolongados, el pH debe ser neutro, entre 7.4–7.8, evitando al máximo las 
fluctuaciones (Dibble y Bartha, 1979). Se recomienda medir 2 veces por semana. 
 
 Temperatura: temperaturas entre 20ºC y 40ºC son óptimas para la actividad 
microbiana (Volke y Velasco, 2003). 
 
 Humedad: Es conveniente mantener una humedad del orden del 25 - 75 % de la 
capacidad de campo, la cual se define como la masa de agua que admite el suelo 
hasta la saturación, que depende de cada tipo de suelo (Haigler y Pettigrew, 1992). 
Las tasas óptimas de biodegradación se dan cuando la saturación de agua en el suelo 
se encuentra entre el 30% a 90%. En valores menores la degradación se ve inhibida 
(Viñas, 2005). Se recomienda medir 2 veces por semana. 
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 Aireación: la aireación del suelo favorece los procesos de biodegradación del 
hidrocarburo, se recomienda mover el suelo diariamente para lograr un recambio de 
oxígeno con el medio, y facilitar el proceso.  
 
 Potencial redox: potencial redox positivo indica que la biodegradación se está 
llevando en presencia de oxígeno, potencial redox negativo indica que existe un 
aceptor final de electrones diferente al oxígeno, y la degradación se lleva a cabo en 
forma anaerobia. Los microorganismos obtienen mayor energía cuando el oxígeno 
es el aceptor final de electrones.  
 
6. Hacer recuentos periódicos de los microorganismos involucrados en el proceso 
de biorremediación. 
7. Realizar cuantificación de HTPs al tiempo que se realiza la extracción, para 
llevar un control más estricto de la pérdida del hidrocarburo en el tiempo. 
8. Se sugiere, además de la realización de los análisis físicos y químicos del suelo, 
realizar al finalizar el proceso de biodegradación, una prueba de ecotoxicidad 
directa para establecer el estado de recuperación alcanzado por el suelo, y la 





















En este estudio se comparó la eficiencia de dos tecnologías de Biorremediación, 
bioestimulación y atenuación natural, y se demostró que la bioestimulación es más eficiente 
en la remoción de diesel en suelos contaminados, mostrando un nivel de remoción del 
hidrocarburo de 50% frente a 42% en un periodo de cuatro meses. La estrategia de 
bioestimulación resulta ser de gran utilidad pues aprovecha la presencia de los 
microorganismos autóctonos, capaces de utilizar el hidrocarburo como fuente de carbono y 
energía y ayuda al reestablecimiento ecológico del sitio afectado, generando disminución 
en los costos de intervención, además de ser una medida que no altera la estabilidad del 
ecosistema. 
 
Las bacterias aisladas en este estudio fueron: Bacillus sp, Staphylococcus aureus, Bacillus 
cereus, Arthrobacter sp, Sanquibacter soli, Enterobacter sp, Flavobacterium sp,  todas han 
sido reportadas en la literatura por tener capacidad para degradar hidrocarburos a partir de 
suelos contaminados. Esto evidencia la importancia de hacer uso de la microbiota autóctona 
del sitio contaminado a la hora de implementar un medida biocorrectiva, esto puede hacerse 
en algunas situaciones, por medio del aislamiento y la caracterización de las poblaciones 
bacterianas presentes en el lugar del derrame si se considera necesario, pues es importante 
saber que aunque en ocasiones no se logra identificar con certeza las bacterias que están 
llevando a cabo el proceso degradativo, se sabe que las bacterias tienen la capacidad 
metabolica necesaria para utilizar el hidrocarburo y convertirlo en formas menos tóxicas e 
incluso lograr la mineralización del compuesto. Por esta razón se considera que los 
microorganismos, especialmente las bacterias sirven de gran apoyo en la recuperación de 
los ecosistemas impactados.  
 
Los lineamientos biotecnológicos para la planeación e implementación de planes de manejo 
ambiental de suelos contaminados, son un conjunto de acciones relacionadas con el uso de 
microorganismos autóctonos del medio para degradar sustancias peligrosas en sustancias de 
carácter menos tóxico o inocuas para el ambiente y la salud humana, con el fin de evitar 
efectos adversos al ambiente por efecto de la exposición a los hidrocarburos, corregir 
condiciones adversas en lo ambiental, recuperar un área del mismo para llevarla a su estado 
natural o a condiciones apropiadas para un nuevo uso. Para su implementación debe tenerse 
en cuenta las características propias de casa sitio, el tipo de contaminante, la población 






Las nuevas investigaciones deben dirigirse hacia el diseño de tecnologías que permitan 
dilucidar las sucesiones microbiológicas que se llevan a cabo al interior del ecosistema, y 
saber cuáles son los microorganismos o consorcios microbianos que representan una mejor 
alternativa en la recuperación de sitios contaminados. Actualmente, la gran mayoría de 
investigaciones en el campo de Biorremediación de suelos contaminados, se encuentran 
dirigidas hacía el aislamiento e identificación de microorganismos capaces de utilizar 
compuestos tóxicos como fuente de carbono y energía en condiciones naturales. Ahora se 
sabe, que estos microorganismo representan sólo una pequeña parte de la gran diversidad 
biológica que puede encontrarse en el suelo, pues la mayor parte de los microorganismos 
que están involucrados en los procesos de remediación, no pueden aislarse con los medios 
de cultivo convencionales, esto genera incertidumbre sobre cuáles son los microorganismos 
que realmente están llevando a cabo el proceso de remediación. 
 
Así mismo, las acciones deben estar dirigidas a incrementar las tasas de degradación de 
compuestos tóxicos, por medio del mejoramiento genético de microorganismos con 
capacidad degradativa, para que puedan adaptarse a ambientes extremos; así como el 
desarrollo de diferentes técnicas biocorrectivas para la recuperación de suelos degradados. 
 
La bioestimulación como estrategia biotecnológica debe constituirse también en estrategia 
de gestión ambiental y en este sentido articularse de manera efectiva a los Planes de 
Manejo de suelos con algún grado de deterioro o degradación. Dichos Planes de Manejo 
deben incorporar no sólo aspectos normativos, referenciales, epistemológicos, sino también 
del procedimiento técnico particular del sistema de biorremediación. 
 
Para que una tecnología de biorrecuperación de suelos contaminados sea exitosa, deben 
armonizar factores bióticos y abióticos, por medio de un trabajo interdisciplinario: 
Ingenieros para diseñar mecanismos que permitan aumentar la aireación en el medio, 
geólogos, biólogos y agrónomos para el estudio de suelos y Bacteriólogos y Microbiólogos 



















Fotografía 2. Técnica de incubación del suelo en jarras cerradas. 
 
 





















































Fotografía 6. Cultivos de algunas de las bacterias aisladas en el experimento. 
  









Fotografía 7. Crecimiento de hongos en el tratamiento control. 
 
Fotografía 8. Crecimiento de hongos en el tratamiento control. 
 








Fotografía 10. Gel de agarosa de los amplificados por PCR 





Fotografía 11. Microscopia electrónica de barrido Staphylococcus aureus 
 
 
Fotografía 12. Microscopia electrónica de barrido Staphylococcus aureus.  
 





Fotografía 13. Microscopia electrónica de barrido Staphylococcus aureus. 
 
 
Fotografía 14. Microscopia electrónica de barrido Bacillus sp. 
 
 





Fotografía 15. Microscopia electrónica de barrido Bacillus sp. 
 
 
Fotografía 16. Coloración de gram Artrobacter sp  
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Figura 2. Árbol filogenético basado en el análisis de máxima verosimilitud de las secuencias 
parciales del gen 16S del ADNr  de los aislamientos y los resultados más significativos del análisis 





1. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 
Abalos, A.; Viñas, M.; Sabaté, M.A.; Manresa, A.; Solanas, A.M. 2004. Enhanced 
biodegradation of Casablanca crude oil by a microbial consortium on presence of a 
rhamnolipid produced by Pseudomonas aeruginosa AT10. Biodegradation 15: 249-260 
Ahlert R. y Kooson D. 1983. In situ and on-site biodegradation of industrial landfill 
leachate. Report to Dept. of the Interior, Washington, DC, on contract Nº 14-34-0001-1132.  
PB84-136787 
Alef. K. Nannipieri P. Methods in applied Soil Microbiology y Biochemistry.  Academic 
Press. 1995 
Alexander M. Biodegradation and bioremediation. San Diego: Academic Press; 1994. 
Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W. y Lipman, D.J. 1990. Basic local 
alignment search tool. J Mol Biol. 215(3), 403-10. 
Antizar B., Lopez J. y Beck A. (2006). Bioremediation polycyclic aromatic hydrocarbons 
(PAH) in an agedcoal-tar-contaminated soil using different in-vessel composting 
approaches. Journal of Hazardous Materials. B137, 1583-1588. 
Arenas, S.1999. Aislamiento y caracterización de bacterias de ambientes contaminados por 
petróleo en la refinería "La Pampilla". UNMSM. Lima. (Tesis para optar por el título de 
Biólogo) 
Atlas R. 1975. Effects of temperature and crude oil composition on petroleum 
biodegradation. Applied Microbiology 30, 396-403 
Atlas R. 1991. Microbial hydrocarbons degradation-bioremediation of oil spills. Journal 
Chemistry Technology and Biotechnology 52, 149-156. 
Bai G., Brusseau M. y Miller R. (1997). Biosurfactant-enhanced renoval of hydrocarbon 
from soil. Journal Contaminated Hydrology 25, 157-163. 
Balboa M., Al-Daher R., Al-Awadhi N., Chino H. y Tsuji H. (1998). Biioremediation of 
oil-contaminated desert soil: The Kuwaiti experience. Environmental Internacional 24, 163-
173. 
 
98 Influencia del bioestímulo sobre un suelo contaminado y su integración a la gestión ambiental 
 
 
Bartha R. 1986. Biotechnology of petroleum pollutant biodegradation. Microbial Ecology 
12, 155-172 
Benson, D.A., Karsch-Mizrachi, I., Lipman, D.J., Ostell, J. y Wheeler, D.L. 2008. 
GenBank. Nucleic Acids Res. 1, 36. 
Belloso, C. Carrario, J. 2000. Bacterias Degradadoras de Hidrocarburos Aisladas de Suelos 
Contaminados. Rosario, Argentina. 
Boldu, F., Vervoort, J., Grontehuis, J. y Van Groenestijn, J. 2002. Sunstrate interactions 
during the biodegradation of Benzene, Toluene Ethylbenzene and Xylne (BTEX) 
Hidrocarbons by the funfus Cladophialophora sp strains T1. Applied and Enviromental 
Microbiology 68: 2660-2665. 
Borneman, J., Skroch, P.W., O’Sullivan, K.M., Palus, J.A., Rumjanek, N.G., Jansen, J.L., 
Nienhuis, J., Triplett, E.W., 1996. Molecular microbial diversity of an agricultural soil in 
Wisconsin. Appl. Environ. Microbiol. 62, 1935– 1943. 
Borrasen M. y Rike A. 2007. Effects of nutrient content, moisture content and salinity on 
mineralization of hexadecane in an Arctic soil.  Cold Regions Scienceand Technology. 48, 
129-138. 
Bossert, L., Bartha, R. 1984. The Fate of petroleum in soils ecosystem. Petroleum 
Microbiology. Mac Publishing Co, New York. Pp 435. 
Bracho R. Dina Paola. 2007. Degradación de p- nitrofenol por bacterias en los ríos añasco y 
guanajibo y la quebrada de oro(puerto rico). Universidad de Puerto Rico. 
Brady, N. C. y Weil R. R. 1998. Nature and Properties of Soils. Prentice – Hall. Twelfth. 
Cai Q., Mo C., Wu Q., Zeng Q., Katsoyiannis A. y Férard J. (2007). Bioremediation 
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)-contaminated sewage sludge by different 
composting processes. Journal of Hazardous Materials. 142, 535-542. 
Cairney, J.W.G., 2000. Evolution of mycorrhiza systems. Naturwissenschaften 87, 467– 
475.  
Casellas, M., Fernández, P., Bayona, J. M.,  Solanas. A. M.  1995 Bioassay-directed 
chemical analysis of genotoxic components in urban airbone particulate matter from 
Barcelona. Spain.  Chemosphere 30:725-740.  
Castillo, F. 2005. Biotecnología ambiental. Editorial TÉBAR, S. L. Madrid. pp 591  
Cole, J.R.; Wang, Q.; Cardenas, E.; Fish, J.; Chai, B.; Farris, R.J.; Kulam-Syed-Mohideen, 
A.S.;McGarrell, D.M.; Marsh, T.; Garrity, G.M. y Tiedje, J.M. 2009. The Ribosomal 
Anexos: Fotografías 99 
 
 
Database Project: Improvedalignments and new tools for rRNA analysis. Nucl. AcidsRes., 
37:141-145. 
Colombia. Decreto ley 2811 de 1.974. De 18 de diciembre, Código nacional de los recursos 
naturales renovables y no renovables y de protección al medio ambiente. 
Colombia. Decreto 321 de 1999. De 17 de febrero. Por el cual se adopta el plan nacional de 
contingencias contra derrames de hidrocarburos, derivados y sustancias nocivas. 
Colombia. Constitución Nacional de Colombia. De 1991. Art 8, 58, 63, 79, 80, 95. 
Colwell, R. R., Walker, J. D. 1977. Ecological aspects of microbial degradation of 
petroleum in the marine environment. Crit. Rev. Microbiol. 5:423-445.  
Contreras, P. 2005. Suelos Contaminados con Hidrocarburos : RNA 16S como indicador de 
impacto ambiental. Memoria para optar al título de Ingeniero civil en Biotecnología. 
Universidad de Chile.  
Corona, R., Iturbe, A. 2001. Atenuación natural de suelos contaminados con hidrocarburos. 
Ingeniería: Investigación y tecnología. 6: 119-126. 
Cookson, J.T. (1995). Bioremediation Engineering. Mc Graw Hill, Inc. E.U.A. pp 524. 
Cunningham C. y Philip J. 2000. Comparison of bioaugmentation and biostimulation in ex 
situ treatment of diesel contaminated soil. Land Contamination and Reclamation. 8, 261 – 
269. 
Dagley S. 1975. A biochemical approach to some problems of environmental pollution. 
Essays Biochem 11, 81-138. 
Dibble JT, Bartha R. 1979. Effect of environmental parameters on the biodegradation of  
oil sludge. Appl Environ Microbiol.;37:729-739. 
Dodd, J.C., Boddington, C.L., Rodriguez, A., Gonzalez-Chavez, C., Mansur, I., 2000. 
Mycelium of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) from different genera: form, function 
and detection. Plant Soil 226, 131–151.  
Domínguez R. y Aguilera H. 1990. Metodología de análisis físico-químicos de suelos.  
Técnicas de Laboratorio. Facultad de Ciencias. UNAM. México.  
Dunbar, J., Takala, S., Barns, S.M., Davis, J.A. y Kuske, C.R. 1999. Levels of bacterial 
community diversity in four arid soils compared by cultivation and 16S rRNA gene 
cloning. Appl. Environ. Microbiol. 65, 1662-1669 
100 Influencia del bioestímulo sobre un suelo contaminado y su integración a la gestión ambiental 
 
 
Edgar, R.C. 2004. MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high 
throughput.Nucleic Acids Res. 32(5):1792-1797. 
Farinazleen G, Raja Nool R, Abu Bakar S, Mahiran B. 2004. Biodegradation of 
hydrocarbons in soil by microbial consortium. International Biodeterioration & 
Biodegradation. Vol 54. 61 – 67. 
Fatima, M., Bento, A., Flavio A.O., Camargo, A., Benedict, C.,  Okeke, B.,  William, T 
Frankenberger. 2004. Comparative bioremediation of soils contaminated with diesel oil by 
natural attenuation, biostimulation and bioaugmentation. Bioresource Technology. Vol 96, 
pp, 1049-1055. 
 
Fernández, P., Grifoll, M. Solanas, A. M. Bayona J. M. Albaigés. J. 1992. Bioassay-
directed chemical analysis of genotoxic components in coastal sediments. Environ. Sci. 
Technol. 26:817-829.  
Filion, M., St-Arnaud, M., Fortin, J.A., 1999. Direct interaction between the arbuscular 
mycorrhizal fungus Glomus intraradices and different rhizosphere microorganisms. New 
Phytol. 141, 525–533.  
Flores P. G. 2002. Biodegradación de asfáltenos por un consorcio microbiano aislado de 
petróleo crudo ―MAYA‖. Int. Contam. Ambient. Vol 18. 67-73.  
Friedrich V. Wintzingerode, Ulf B. Gôbel y Erko Stackebrandt (1997). Determination   
of microbial diversity in environmental simples: pitfalls of PCR-based rRNA análisis.  
Microbiology reviews 21. 213-229. 
Garcia, L., Isenberg, H. 2010. Clinical Microbiology Procedures Handbook. ASM Press.  
George, E., Marschner, H., Jakobsen, I., 1995. Role of arbuscular mycorrhizal fungi in 
uptake of phosphorous and nitrogen from soil. Crit. Rev. Biotechnol. 15, 257–270 
Ghazali FM, Rahman RNZA, Salleh AB, Basri M (2004). Biodegradation of hydrocarbons 
in soil by microbial consortium. Int. Biodeterior. Biodegradation 54:61-67. 
Gómez, D., Gutiérrez C., Hernández A., Hernández, Z., Losada, M., Mantilla, P. 2008. 
Factores bióticos y abióticos que condicionan la biorremediación por Pseudomonas en 
suelos contaminados por hidrocarburos. Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. 
Gómez, W., Gaviria, J y Cardona, S. 2009. Evaluación de la Bioestimulación frente a la 
Atenuación natural y la Bioaumentación en un suelo contaminado con una mezcla de 
gasolina y diesel.DYNA, Vol 76 
Anexos: Fotografías 101 
 
 
Grau, J. 2002. Sistemas de compostaje en pilas volteadas: Estudio de la planta de 
compostaje de Jorba (Barcelona). Tratamientos de residuos. En: Ingeniería Química. 
Barcelona. Vol. 32, No. 374.; p. 121–126. 
Greben H., Baloyi J. y Venter S. 2009. Bioremediation of sulphate rick mine effluents 
using grass cuttings and rumen fluid microrganisms. Journal of Geochemical Exploration. 
100, 163-168. 
Haigler BE, Pettigrew CA, Sppain JC. 1992. Biodegradation of mixtures of substituted 
benzenes by Pseudomonas strain JS150. Appl Environ Microbiol. 58:2237–2244. 
Howe-Grant, M. 1996. Petroleum. Encyclopedia of chemical technology 4th ed. Wiley 
Inerscience Publication. New York. pp. 342-480. 
Huang D., Zeng G., Jiang X., Feng C., Yu H., Huang G. yLiu H. (2006). Bioremediation of 
Pb-contaminated soil by incubating with Phanerochaete chrysosporium and straw. Journal 
of Hazardous Materials. B1 34, 268-276. 
Hyun S., Ahn M., Zimmerman A., Minhee K. y Jeong K. (2008). Implication of hydraulic 
properties of bioremediated diesel-contaminated soil. Chemosphere 71, 1646-1653. 
Ijah UJ & Antai SP (2003) Removal of Nigerian light crude oil in soil over a 12 month 
period. Int. Biodeterior. Biodegradation51: 93–99. 
 
Ike A., Sriprang R., Ono H., Murooka Y. y Yamashita M. (2007). Bioremediation of 
cadmium ontaminated soil using symbiosis between leguminous plant and recombinant 
rhizobia with the MTL4 and the PCS genes. Chemosphere. 66, 1670-1676. 
Jones, K. C., Alcock, R. E., Johnson, D. L., Nothcott, G. L., Semple, K. T., and Woolgar, P. 
J. 1996. Organic chemicals in contaminated land: analysis, significance and research 
priorities. Land Contamination and Reclamation, 3: 189-197. 
Kao, C. 2001. Application of microbial enumeration technique to evaluate the occurrence 
of natural bioremediation. Water Res. Vol. 35, Nº8, pp 1951-1960. 
Kästner M., Breuer-Jammali M. y Mahro B. (1994). Enumeration and characterization of 
the soil microflora from hydrocarbon-contaminated soil sites able to mineralize polycyclic 
aromatic hydrocarbons (PAH). Applied Microbiology Biotechnology 41, 267-273. 
Klironomos, J.N., McCune, J., Hart, M., Neville, J., 2000. The influence of arbuscular 
mycorrhizae on the relationship between plant diversity and productivity. Ecol. Lett. 3, 
137–141  
102 Influencia del bioestímulo sobre un suelo contaminado y su integración a la gestión ambiental 
 
 
Kulik N., Goi A., Trapido M. y Tuhkanen T. (2006). Degradation of polycyclic aromatic 
hydrocarbons by combined chemical pre-oxidation and bioremediation in creosote 
contaminated soil. Journal Environmental Management. 78, 382-391. 
Lal, R. 2004. Soil carbon sequestration to mitigate climate change. Geoderma, 123: 1-22. 
Leahy, J.C., Cowell, R.R. Microbial degradation of hydrocarbons in the environment. 
Microbiol. Rev. 54:305-315. 1990. 
Lee, K., Merlin, FX. 1999. Biorremediation of oil on shoreline environments: development 
of techniques and guidelines. Pure Appl. Chem. Vol. 71. p 161. 
Lee, M. y Ward C. 1985. Environmental and biological methods for the restoration of 
contaminated acuifers. Environmental Toxicology Chemistry 4, 743-750. 
Lee, P., Ong S., Golchin J. y Lelson G. (2001). Use of solvents to enhance PAH 
biodegradation of coal tar-contaminated soils. Water Res. 35, 3941-3949. 
Lee, S., Oh B. y Kim G. 2007. Effects of various amendments on heavy mineral oil 
bioremediation and soil microbial activity. Bioresource Technology. 99, 2578-258 
Lesser,  M. 1995. Prospección de Contaminación de Acuíferos por Hidrocarburos. 
Geólogos. 1(6):5-8. 
Lianos C, Kjoller A. Changes in the flora of soil fungi following. Oil waste application. 
Oikos. 1996;27:377-382 
Lin, T. C., C. Young, M. J. Ho, M. S. Yeh, C. L. Chou, Y. H. Wei, and J. S. Chang.  
2005. Characterization of Floating Activity of Indigenous Diesel-Assimilating Bacterial  
Isolates,’’ J. Biosci. Bioeng., 99, 466. 
Macías, Felipe. 1993. Contaminación de suelos: algunos hechos y perspectivas. En: Ortiz 
Silla, R., (Ed.), Problemática Geoambiental y Desarrollo, Tomo I, pp. 53-74. V Reunión 
Nacional de Geología Ambiental y Ordenación del Territorio. Murcia. 
Macnaughton S., Stephen J., Venosa A., Davis G., Chang Y. y White D. (1999). Microbial 
population changes during bioremediation of an experimental oil spill. Applied and 
Environmental Microbiology. 64(8), 3566 - 3574. 
Maier, R.; Pepper, I.; Gerba, C. 2000. Microorganims and organic pollutants. In 
Environmental Microbiology. Academic Press, 2º ed (Canada) pp 363 – 400 
Madigan, M., Martinko, J., Parker, J. 1999. Brock Biología de los Microorganismos. 
Pearson- pertice Hill. Decima edición. Madrid. Pp. 579-580 
Anexos: Fotografías 103 
 
 
Madigan M, Martinko J, Parker J. Brock 1999. Biología de los Microorganismos. Pearson- 
pertice Hill. Decima edición. Pag 403-405. 
Margesin, R.  Schinner, F. 2001. Bioremediation (Natural Attenuation and Biostimulation) 
of Diesel-Oil-Contaminated Soil in an Alpine Glacier Skiing Area. Applied and 
Environmental Microbiology, p. 3127–3133.  
Margesin R. y Schinner F. 1999. Biological decontamination of oil spills in cold 
environments. Journal Chemistry Technology and Biotehnology 74, 1-9. 
Marivela, C., Guerrero, C., López, L., Sánchez, V. y Toledo, A. 2002. Metales Pesados y 
Medio Ambiente. Grupo de Seminario 1-26. Barcelona, España. 
Márquez F., Hernández V. y Lamela M. 2001. Biodegradation of diesel oil in soil by a 
mycrobial consortium. Water, Air and Soil Pollution 128, 313-320. 
Martinez A., Patureau D., Delgenes J. y Carrere H. (2009). Removal of polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAH) during anaerobic digestion with recirculation of azonated degested 
sludge. Journal of Hazardous Materials. 162, 1145-1150. 
Martínez, M., López, S. 2001. Efecto de los hidrocarburos en las propiedades físicas y 
químicas de suelos arcillosos. Terra: 19: 9-17. 
Maroto ME, Rogel JM. 2007. Aplicación de sistemas de biorremediación de suelos y 
Aguas contaminadas por hidrocarburos. Disponible en: 
http://aguas.igme.es/igme/publica/pdflib15/028.pdf. 
Matzner, E. y J. Prenzel. 1992. Acid deposition in german solling area - Effects on soil 
solution chemistry and Al movilization. Water, Air, Soil Pollut. 61, 221-234. 
Menéndez D., Gallego J. L., Peláez A. I., Fernández de Córdoba G., Moreno J., Muñoz D. 
y Sánchez J. 2007. Engineered in situ bioremediation of soil and groundwater polluted with 
weathered hydrocarbons. European Journal of Soil Biology. 43, 310-321. 
Mohamad, F.,  Abdul, R.,  Bakar, A., Basri, M. 2004. Biodegradation of hydrocarbons in 
soil by microbial consortium. International Biodeterioration & Biodegradation, p 61-67. 
Mohan S., Falkentoft C., NancharaiahY., Sturm B., Wattiau P., Wilderer P., Wuertz S. y 
Hausner M. 2009. Bioaugmentation of microbial communities in laboratory and pilot scale 
sequencing batch biofilm reactors using the TOL plasmid. Bioresource Technology. 100, 
1746-1753. 
Molin, J., Molin, S., 1997. CASE: complex adaptive systems ecology. In: Jones, J.G. (Ed.), 
Advances in Microbial Ecology, vol. 15. Plenum, New York, pp. 27– 79. 
104 Influencia del bioestímulo sobre un suelo contaminado y su integración a la gestión ambiental 
 
 
Moran A., Olivera N., Commendatore M., Esteves J. y Sineriz F. ( 2000). Enhancement of 
hydrocarbon waste biodegradation by addition of a biosurfactant from Bacillus subtilis 09. 
Journal of Biodegradation 11, 65-73. 
Nano G., Borrón A. y Rota R. 2003. Combined slurry and solid-phase bioremediation of 
diesel contaminated soils. Journal of Hazardous Materials B100, pp 79-94. 
Nakahara, T., Erickson, L. E., Gutierrez, J. R. 1977. Characteristics of hydrocarbon uptake 
in cultures with two liquid phases. Biotechnol. Bioeng. 19:9-25.  
Namkoong  W., Hwang E., Park J. y Choi J. 2002. Bioremediation of diesel-contaminated 
soil with composting. Environmental Pollution 119, 23-31. 
Nocentini M., Pimelli D. y Fava F. 2000. Bioremediation of a soil contaminated by 
hydrocarbons mixtures: the residual concentration problem. Chemosphere 41, 1115-1123 
Norris R. 1994. Handbook of Bioremediation. CRC, Boca Raton, Florida. 
Nyer E. 1993. Practical Techniques for Groundwater and Soil Remediation. USA. 
O’Donnell, A.G., Seasman, M., Macrae, A., Waite, I., Davies, J.T., 2001. Plants and 
fertilisers as drivers of change in microbial community structure and function in soils. Plant 
Soil 232, 135– 145.  
Okuda T., Alcantara-Carduno M., Suzuki M., Matsui C., Kose T., Nishijima W. y Okada 
M. (2007). Enhancement of biodegradation of oil adsorbed on fine soils in a bioslurry 
reactor. Chemosphere 68, 281-286. 
Ortiz, E., Nuñez, R., Fonseca, E., Oramas, J., Almazán, V., Cabranes, Y., Miranda, A., 
Barbán, O., Martínez, C., Díaz, Y., Borges, G. 2005. Biorremediación de suelos 
contaminados con hidrocarburos. Contribución a la educación y protección del medio 
ambiente. 6: 51-60 
Ortiz, I., Sanz, J., Dorado, M., Villar, S. 2007. Informe de Vigilancia Tecnológica, técnicas 
de recuperación de suelos contaminados. Universidad de Alcalá. España.  
Ovreas, L., 2000. Population and community level approaches for analysing microbial 
diversity in natural environments. Ecol. Lett. 3, 236–251  
Pace, N.R., 1997. A molecular view of microbial diversity and the biosphere. Science 276, 
734– 740. 
Pena W., Trasar C., Gil F., y Leiros M. 2007. Modification of the degradative capacity of a 
soil artificially contaminated with diesel. Chemosphere 67, 1057-1063. 
Anexos: Fotografías 105 
 
 
Peñuelas J., Llusia J. 2009. La emisión de compuestos orgánicos volátiles por las plantas 
mediterráneas. Ecosistemas, XI (1): 9pp. 
Pérez Silva, A.; E. Odoux y Z. Günata. 2007. Producción, beneficio y perfil aromático de la 
vainilla de la región de Tuxtepec. Revista AGROproduce 19: 19-25. 
Perry, J. J. 1991. Microbial metabolism of cyclic alkanes, p. 61-98. In R. M. Atlas (ed.), 
Petroleum microbiology. Macmillan Publishing Co., New York.  
Phrommanich S., Suanjit S., Upatham S., Grams S., Kruatrachue M., Pokethitiyook P., 
Korge G. y Hofmann A. (2007). Quantitative detection of the oil degrading bacterium 
Acinetobacter sp. strain MUB1 by hydridization probe baseb real-time PCR. 
Microbiological Research. Available on line at www.sciencedirect.com 
Pichersky, E,. Gershenzon, J. 2002. The formation and function of plant volatiles. Current 
opinion in Plant Biology 5:237-243. 
Prince, R.C. 1993. Petroleum spill bioremediation in marine environments. Crit. Rev. 
Microbiol. 19, 217-242. 
 
Prince, C. 1993. Petroleum spill bioremediation in marine environments. Crit. Rev. 
Microbiol. p, 217-242.  
Reddi L. y Inyand H. 2000. Geoenvironmental Engineering, Principles and  applications. 
Editorial Marcel Dekker, USA. 
Riffaldi R., Levi-Minzi R., Cardelli R., Palumbo S. y Saviozzi A. (2006). Soil biological 
activity in monitoring bioremediation of diesel oil-contaminated soil. Water Air Soil 
Pollution 170, 3-15. 
Rios, L. Vélez, M. 2008. Vulnerabilidad a la contaminación, zona sur acuífero del Valle del 
Cauca, Colombia. Boletín de Ciencias de la Tierra. Medellín, Colombia.  
Riser E.. 1992. Bioremediation of Petroleum Contaminated Sites. Editorial C. K. Smoley, 
USA. 
Rodríguez, L. 2008. Evaluación de dos sustratos en la técnica de landfarming para el 
tratamiento de suelos contaminados con hidrocarburos. Tesis de grado para optar al titulo 
de Ingeniera en Biotecnología Ambiental. Escuela Superior de Politécnica de Chimborazo, 
Ecuador. 
Rosini, F. D. 1960. Hydrocarbons in petroleum. Journal of Chem.Educ. 39:554-561.  
106 Influencia del bioestímulo sobre un suelo contaminado y su integración a la gestión ambiental 
 
 
Sabaté J. Vinas M. y Solanas A. 2004. Laboratory-scale biorremediation experiments on 
hydrocarbon-contaminated soil. International  Biodeterioration & biodegradation 54, 19 – 
25 
Salinas A., Santos M., Soto O., Delgado E., Pérez H., Aguad L. y Medrano H. (2007). 
Development of a bioremediation process by biostimulation of native microbial consortium 
Santamaría, D., Amezcua M y Carrillo, T. 2009. Generación de petróleo mediante 
experimentos de pirolisis: revisión sobre el conocimiento actual. Boletín de la Sociedad 
Geológica Mexicana. México D.F. Vl 61, Nº3, p 353-366. 
Saponaro S., Bonomo L., Petruzzelli G., Romote L. y Barbafieri M. (2002). Polycyclic 
aromatic hydrocarbons slurry phase bioremediation of a manufactured gas plant site aged 
soil. Water, Air, soil Pollution 135, 219-236. 
Saval, S. Biorremediación de un suelo contaminado con diesel. Ingeniería y Ciencias 
Ambientales N 33, julio- septiembre: 24-30. 1997. 
Schwab, A., Su, J., Wetze,l S., Pekarek S., y Banks M. 1999. Extraction of petroluem  
hidrocarbons from soil by mechanical shaking. Environ. Sci. Technol. 33, 1940-1945 
Semple K. T, Dew N., Doick K y Rhodes A. 2006. Can microbial mineralization be used to 
estimate microbial availavility of organic contaminants in soil? Environmental Pollution. 
140, 164-172. 
Serrano A., Gallego, M., Gonzalez, J. y Tejada, M. 2007. Natural attenuation of diesel 
aliphatic hydrocarbons in contaminated agricultural soil. Environmental Pollution. 151, pp 
494-502.  
Silva, I., Grossman, M. y Durrant, L. 2009. Degradation of polycyclic aromatic 
hydrocarbons (2-7 rings) under microaerobic and very low-oxigen conditions by soil fungi. 
International Biodeterieoration & Biodegradation.  63, 224-229. 
Smith, K.P., Goodman, R.M., 1999. Host variation for interactions with beneficial plant-
associated microbes. Annu. Rev. Phytopathol. 37, 473– 491.  
Soil Science Society of America, Inc. y American Society of Agronomy, Inc. de  Estados 
Unidos de Norteamérica.1984. 
Solanas, A. 2009. La biodegradación de hidrocarburos y su aplicación en la 
biorremediación de suelos. Departamento de Microbiología, Universidad de Barcelona.  
Speight, J. G. 1991. The chemistry and technology of petroleum. John Wiley and Sons. 
New York.  
Anexos: Fotografías 107 
 
 
Srivastava, D., Kapoor, R., Srivastava, S.K., Mukerji, K.G., 1996. Vesicular arbuscular 
mycorrhiza—an overview. In: Mukerji, K.G. (Ed.), Concepts in Mycorrhizal Research. 
Kluwer Academic Publishing, Netherlands, pp. 1 –39. 
Sutherland, J. B., F. Rafii, A. A. Khan y C. E. Cerniglia. 1995. Mechanisms of polycyclic 
aromatic hydrocarbon degradation. En L. Y. Young y C. E. Cerniglia (Eds), Micribial 
ransformation and degradation of toxic organic chemicals. Wiley-Liss. New York. pp. 69-
306.  
Swackhamer, D., Hites, R. 1988. Occurrence and bioaccumulation of 
organochlorinecompounds in fish from Siskiwit lake, Isle Royale, Lake Superior. Environ. 
Sci. Technol. 22: 543-548. 
Schwertmann, U y Taylor, R.M. 1989. Iron oxides, In: J.B. Dixon y S.B. Weed, eds., 
―Minerals in Soil Environments‖. SSSA, Madison, WI., 379-388. 
Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, Nei M, and Kumar S. 2011. MEGA5: 
Molecular Evolutionary Genetics Analysis using Maximum Likelihood, Evolutionary 
Distance, and Maximum Parsimony Methods. Molecular Biology and Evolution. 
Timonen, S., Finlay, R.D., Olsson, S., Soderstrom, B., 1996. Dynamics of phosphorous 
translocation in intact ectomycorrhizal systems: non-destructive monitoring using a B-
scanner. FEMS Microbiol. Ecol. 19, 171– 180. 
Torres, K., Zuluaga, T. 2009. Biorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos. 
Tesis de grado. Universidad Nacional de Colombia, Medellín.  
Torsvik, V., Daae, F.L., Sandaa, R.-A., Ovreas, L., 1998. Review article: novel techniques 
for analysing microbial diversity in natural and perturbed environments. J. Biotechnol. 64, 
53–62. 
Torsvik, V., Goksoyr, J., Daae, F.L., 1990. High diversity in DNA of soil bacteria. Appl. 
Environ. Microbiol. 56, 782–787. 
Trevors, J.T., 1998a. Molecular evolution in bacteria: cell division. Rev. Microbiol. 29, 
237– 245. 
 
Troy A. M.. (1994). Bioengineering of Soils and Ground Waters. En: Bioremediation. 
Katherine H. Baker and Diane S. Hersun (eds). McGraw-Hill. pp 173-174. 
UNIDAD DE PLANEACIÓN MINERO ENERGÉTICA. Normatividad Ambiental  
108 Influencia del bioestímulo sobre un suelo contaminado y su integración a la gestión ambiental 
 
 
Y Sanitaria. [En 
línea]http://www.upme.gov.co/guia_ambiental/carbon/gestion/politica/normativ/normativ.h
tm#BM2_10_Normatividad_sobre_el_recurso_sue. (Consulta 02 de enero de 2011). 
Upadhyaya, A., 1998. A survey of soils for aggregate stability and glomalin, a glycoprotein 
produced by hyphae of arbuscular mycorrhizal fungi. Plant Soil 198, 97–107.  
Van der Heijden, M.G.A., Klironomos, J.N., Ursic, M., Moutoglis, P., Streitwolf-Engel, R., 
Boller, T., Wiemken, A., Sanders, I.R., 1998. Mycorrhizal fungal diversity determines plant 
biodiversity, ecosystem variability and productivity. Nature 396, 69–72  
Viñas, M. 2005. Biorremediación de suelos contaminados por hidrocarburos: 
caracterización microbiológica, química y ecotoxicológica. Tesis doctoral. Universidad de 
Barcelona, Barcelona.  
Volke T, Velasco J. 2003. Biodegradación de hidrocarburos del petróleo en suelos 
intemperizados mediante composteo. Disponible en: 
http://www.ine.gob.mx/dgcenica/descargas/composteo2003.pdf 
Wall, D.H., Virginia, R.A., 1999. Controls on soil biodiversity: insights from extreme 
environments. Appl. Soil Ecol. 13, 137– 150. 
Wang, Q.; Garrity, G.M.; Tiedje, J.M. y Cole, J.R. 2007. Naïve Bayesian classifier for 
rapid assignment of rRNAsequences into the new bacterial taxonomy. Appl.Environ. 
Microbiol., 73:5261-5267. 
Wang Z., Fingas M. y Page D. 1999. Oil spill identification. J. Chromatogr. A 843, 369-
411. 
Watanabe K. Microrganisms relevants to bioremediation. 2001. Environmental 
Biotechnology. 12:237-241. 
Weelman D., Ulery A.,  Barcellona M. y Duerr – Auster S. 2001. Animal waster – 
enhanced degradation of hidrocarbon – contaminated soil. Soil Sediment Contaminat. 10, 
511 – 523. 
Whise, D. L. 2000. Bioremediation of contaminated soils. Marcel Decker.New York. 
Wright, S.F.,  
Ying Huang, Xin Dai, Liang Él, Wang Ya Nan-, Bao-Jun Wang, Zhiheng Liuy Liu Shuang 
Jiang. 2005. Sanguibacter marinus sp., aisladas de sedimentos costeros. Unión 
Internacional de Sociedades de Microbiología, Vol 55 1755-1758. 
Anexos: Fotografías 109 
 
 
Zaharieva, T. Abadia, J. 2003. Iron Deficiency in solis contaminated. Plant Sciencie. 
166:1045-1050. 
Zaror, C. 2000. Introducción a la Ingeniería Ambiental para la Industria de Procesos. 
Universidad de Concepción. Segunda edición. Chile pp. 120-122 
Zegarra  H. 2000. Optimización de la biodegradación de diesel industrial en un suelo 
contaminado mediante la metodología de superficie de respuesta. Tesis de Maestría 
Ingeniería Ambiental. División de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ingeniería de  la 
UNAM. 146 páginas. México, D.F. 
 
